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緒言

ヒトを含めた各緩動物のf1.:!，且における病態

の解明、診断、治療および予防などに関わる

一連 の研 究を 行う ため には 、 モデルとなる動

物 が 重 要 な 役 : 切 を 担 っ ており、いかに目的に

適合したモ デ ル 動 物を使用できるかが、総身4

を決めると合っても過言ではない。このよう

な疾患モデル動物は、正常な動物に種々の処

置を施して1A!1¥を免疫させる災験的発疲モデ

ル (arlificial animaJ model) と、個々の動

物が持つ遺伝的な要因に よ って災常を起こす

自然発症モデル (spontaneous ani皿a1田od e 1 ) 

とに大別される{川俣. 1976: 近藤. 1984) 。

iiii 者の実験的発疲モデルは kい}仇史があり、

感染{Eや発がん、栄重量隊容などの研究に広〈

利用されて、大きな貢献 を は た し て き た ()11 

俣.1976 :回附.1978 ) 。 こ の 実 験 的 発 復 モ
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デルに比鮫すると、後者の自然発伎モデルの

歴史 lま浅く、ヒトの遺伝性疾 忽 と の 関 迎 で 注

目 され始めてからのことである。すなわち、

1 960年 代 初 期 か ら 米 国において、ヒトに

みられるさまざまな遺伝的 Z実態と凱似のもの

が、他の動物縄にもみられることが報告され

て、 当 2査の疾患モデルを各種の動物から探然

する放要性が示された( Cornelius and 

Arias， 1966: Orkin， 1967: Leader and 

Leader， 1971 )。これが 契 織 となって、本

格的に遺伝的な自然発{Eの疾!"モデル動物の

開発・改良および利用の研究が開始された

( tialional Academy of Sciences. 1968. 

1969.1970.1971 )。わが凶でも 1970 

年 代 に 入 っ て か ら 、 米 国 の考えを踏'ーするか

た ち で '01織の研究が開始され、その研究成果

のいくつかが単行本として出版されている

(図 画書. 1978: JII俣 ・絞下 . 1979. 1982:松

下. 1982:京級. 1984)。この疾忽モデル開

発に|則する研究 l立、現在の災験動物学側岐に

内
ソ
ゐ
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おけるもっとも感受な課題の ー っと怒ってい

る。

m忽モデル動物の開発 l立、これまでは主に、

偶然の拠会に見出された自然の突然公災側体

から好成したり、特定の形質を狗する個体を

交配してその仔の選銭を繰り返しむがら目的

とする系統を育成するなどの 方 法 で 、 多 量 自 の

も の が (1成されてきた(近藤. 1984:悶崎.

1978 :窓側ら. 1983)。さらに近年は、化学

変 3草原物質の処理によって突然変'JI..を続発し

た個体から育成したり( Russell et al.. 

1979:Chap田anet al. .1989) 、 IEに 対 す る 種

々の錬作を応用して、目的に合ったモデル動

物の作製が行えるようにな っ た (Gordon el 

al.. 1980: Mansour el al.. 1988 )。と

くにマウスでは、 ト ランスヅェニックやキメ

ラの伎衡を用いて、疾患を引き起こす元であ

る遺伝子サイドに立つ、病因 が 明 ら か な 析 し

い疾忠、モデル動物の作震が可能となった

( No田ura cl al. .1987 Jaenlsch. 1988 

- 3 -



-
Capecchl. 1989:鶴木. 1987 150la and 

Gordon. 1991) 。

これらの実 験を 行う上では、まず材料とな

るlIEが不可欠である。また、極々の傑作を受

けたs:から空hljl的に個体を得る条例→を明らか

にしておく必要がある。しかし、これらの基

礎的な諸条件 の検討はいま だ十分には行われ

ていないために、系統により実験の災施が悶

難である場合が多く、作製効おの低さが深刻

な附泌の ー っとなっている 。

ま た、 開発 され たモ デル動物は、その特性

ゆえに繁殖能力が低かったり、不妊であって、

系 統維 持や 産仔 の生 産が 閤綾なものもある

( JI)俣 ・総下 .1979， 1982:沼田ら 。 1983: 

京栃， 1984)。このような系統のうち、滞留を

色体劣怯遺伝のホモ型で発症してイ、~となる

ミュ ー タント系では、ヘテロ~の鑑と雌の交

配 で ホ モ 真 理 個 体 を 得 る のが通常とられている

方 法で ある 〈川 俣 ・松下 .1979:1!図ら.1983 

:京婦， 1980 。 こ の 場 合、交配する 雌と雄

- 4 -
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1;1、あらかじめ後代後定を行ってミュ ー タン

ト遺伝子・をヘテロ裂で持つ倒体を選依する必

聖書がある。また、得られるi!l't仔は、ホモ烈 ・

ヘテロ!\'~ . iE"ht担の各個体が fo1IN仔 として混

じって生まれてくるために、飴丹工期や f長!態発

症前の時期 iこ、明石症にホモ塑と判別された備

体を用いる尖験 lま不可能である。 一 方、J!伝

形'IIl1ま、 111.独遺伝チの作用によってのみ発現

するものではなく、動物個々の持 っている 復

数の遺伝チ、すなわち遺伝的背対を瓜盤とし

ているために、その遺伝的背 録 の l ' に よ っ て

も樋々の異なる発現形貨 を生じるものと勾え

ら れ る ( 近 議 . 1983) 。したがって、開発さ

れ た 疾 患 モ デ ル 系 統 に つ いても、いく つかの

近交系に民し交配を行い、遺伝的 lY公を変え

て実験を行う必聖書がある。しかし、以し交配

によって、目的の系統に遺 伝 的 背 録 を 変 自 民 す

る に は 3年間近くの耳目聞がかかることから、

その紛|却を何らかの方法により短絡イヒするこ

とは、災験動物学的な観点からも常費なJ!ii

民
-w
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である。

さ らに 、っ さつ ぎと 開発される疾忠モデル

マウスの系統を個体で維持することは、その

数の地加によって閤重量となり、総代維持の過

程での突然変異や遺伝的コンタミネ ・・ シ aン

等による遺伝的変異を目遣 す る こ と も 不 可 伎

である。このことから、初期低あるいは配偶

子の凍結保存によって、系統を安令かっ行力

化したかたちで保仔するこ と は 、 鉱，W.モデル

動物の凶手E・改 良 の 研 究 を進めるよで、欠く

こと ので きな いも のと 考えられる(償山. 19 

82 :績山ら. 1987:横山ら、 1989) 。

マウス初期Rfの凍結保存の隊突な成功例 l主、

1 9 7 2 ~手に Whillingham el al.. (1972)と

Wi 1田ul(1972)によって独立に報告されて以米、

保存液の総成や凍結、融解法などがいろいろ

と後討されてきたo.luh1 bock. 1976: Le I bo 

and Uazur. 1978 Zei 1maker. 1981: 

Yokoya皿a. et al..1981) 。しかしながら、

泌総に供する経を各種系統から~取すること

ao 



だけでなく、凍結・融解し た ! E の 移 植 に よ る

im仔への先生や得られた倒体に対する凍結保

存微fIの彫響等の検討は十分ではない。

本 研究 では 、こ れら の問題点を解決するた

め に 、 逸 材f卵の議起、卵子の 体 外 受 初 、 ! E お

よび配偶子の凍結保存等の生勉 エ ?をな皇室と

す る 新 し い 実 験 シ ス テ ム を駆使して、鉱;悠モ

デル動物の作出を試みた。 す な わ ち 、 第 ! な

では、まず一般的な系統について、 f生腺車1)i数

ホルモン処理による排卵の誘起と、体外受綴

による!Eの作製に隠する 1Js礎的条件をu1べた。

またj(J 2~ では、この成果を携にして、繁殖

降 3を伴う系統を含めた各積ト ランスジェニ

ックおよびミュ ー タントマ ウスを IIIいて、体

外受紛およびllE移械によるJ1fif子の作 IIIとその

系統化ぞ拭みた。さらに第 3なでは、これら

の動物の遺伝子保存のためのねチおよび径の

凝結fj..(;(を検討し、その 5定期イとを凶った.

ー 7-
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当事 I'Q: 

マ ウ ス に お け る 緋 卵 誘 起と受粉卵および

阪の採取に関する基 礎 的検討

A
K
U
V
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第 1J11j 各種系統マウスに お け る

自然続卵 章生と誘起銚卵数

はじめに

マ ウス の餓 では 、性 腺刺激ホルモンの投与

によって性周期に関わりなく排卵を誘起でき

ることから、米受綴卵やま量 と 交 配 さ せ た 後 に

初期!Eを得る方法として広く京IJmされている

(Gales. 1971: Biggers et al.. 1971:佐久

間・石ぬ. 1975;長田. 1990)。とくに近年

li、進展の著しい発生工学や生殖工学などの

初期 IEを用いる研究を実施 する上で、欠くこ

とのできない基本技術のーっとなっている

( 餓木・ 8町山 . 1985: Hogan el al.. 1986: 

g本 ら. 1987: 隻図， 1988 Wassar皿anand 

OePamph i I i s， 1993)。しかしながら、マ ウス

では投与するホルモン掻や間隔、もemする動

- 9 -



.圃.. 

物の白書事および性周期、さらに系統の途いに

よってもその誘起緋卵効果には大きな差のあ

る こ と も 知 ら れ て い る (Zarrowand Villson 

1961: Wllson and Zarrow.1962: 伊滋ら

1974 :石島ら. 1978: Hogan et al.. 1986)。

本実験では、各種系統マウスの繁殖生理?的

な特牲を明らかにし、その有効利用を凶るた

めの研究の 一 環として 、 いくつかの近交系、

交 雑 系 お よ び ク ロ ー ズドコ ロ ニ の 自 然 排 卵

数と性腺刺激ホルモンの投与による誘起排卵

微を調べた。

材料および方法

1 .使用動物

(財)実 験 動物中央研究所(以下 l孟実中研

と略す)において生産された AKR. BAlB/c. 

CBA. C3H/He. C57BL/6. DBA/2. KK. NFS. 

NOD の 9系統の近交系と、日本クレアから 購

- 1 0 -
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入した四元交縫系のUCH(ICR)およびクロ ー ズ

ドコロニ の ICR. NIH(S)の合計 12系統のマ

ウスを使用した。鎌 Iま未経~健体を対象とし

て 10 16週齢 で、 また 交配閣の緩は 12・24遡

齢で実験に供した。

2 .飼育条件

動物箆は6:00点灯 ・ 20:00消灯の 14時 flUfリ1

10時間際とし、温度24:t2.C、温度 50 60 

%、換気回数 10・15/時間に宮崎節した 。動物の

飼育は、プラスチック製ケーヅで行い、ij;敷

として木製チップを用いた 。これらはオ ト

クレイプ滅菌(121 ・c・20分)して使用した。

銅斜は図形飼料 (CA-l; 8本クレア)を、ま

た欽草寺水 lま水道水を、ともに自白銀取させた。

3 .自然排卵教の検査

自然緋卵 数 l立、発↑育前期の般を雄と 交配し

て、交尾の磁 Eまされた個体から得られた銚卵

数 に よ って 算出した 。すなわち、 餓 マ ウ ス は



-
夕 方 の 16:00寸 8:00 に、外陰苦官が腕張して ;fj，

色 を 彩 び る こ と を t旨援として発情前期のもの

を選び出し( Cha圃p1in. 1973 )、同系統の 経

のケ ヅに入れて l対 lで 一 晩同居させて交

配した。交尾の liiilまは、翌朝 9:00・ 10:00に"

の膜桧形成の有無で行い、交尾陽伎の個体の

み を 災 量産 に供した。まず、頭縫脱臼で殺処分

した 厳か ら卵巣 ・卵管・ 子宮をまとめて摘出

し、減紙上で卵管を注意深く分厳した後、 2

4支のスライドグラス聞に挟んで経〈圧し、 日終

体顕微鏡下(x 4 0 )で卵管膨大都に{iIまっ

ている卵子を数えた。

4 .誘起緋卵重量の倹盗

銭 マウスに1.25.2.5.5.0および 10.0 i. u. 

の妊~血清位性腺剰滋ホルモン (P II SG. セロト

ロピン:帝国 服務 )を夕方 の 16:30 Iこ腹腔内

注射し、さらにその 48時間 後に 5.0 1. U.のヒ

卜績も性性腺車IJi敷ホルモン( h CG.ゴナトロビ

ン:帝肉 臓 '*)を同様に腹腔内主主射して緋卵

n
L
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をみ起した。なお、これらの 性 線 新1);厳ホルモ

ンは、 餓 の世主周期を考慮しないで処理した。

緋卵数の後査は、 hCG 注 射後 18-20 時間に"

を重量処分し、前述の自然t1~卵聖堂の場合と同級

にして行った。なお、卵子は、卵丘細胞に包

まれているものを新しい卵子、包まれていな

いものを古い卵子として 2採に分類し、新し

い 卵 子のみを誘起排卵された卵子とした。

.roc 級

近 交 系 9系統、交雑系 l系統およびクロ ー

ズドコロニー 2系統の自然銚卵 教 を訟卜l に

示した。近交系の銚卵 数 1i9.卜 12.8舗の範1m

で、 AKR がもっとも多く、 DBA/2 とBAlB/ctl{

中間、 CBA. C3H/He. C57BL/6. KK. NFS なら

びに NO0;が少ない系統として大別された。ク

ロ ー ズドコロニーの 1CR Iま13.7個と近交系よ

りも多い緋 卵数 であったが、 NIH(S)Iま近交系

。‘u
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と ziの な い 10.8舗であった 。 ま た 、 ク ロ ー ズ

ドコロニ ー の動物から育成された、 4系統の

近 交 系 1C Rの交雑系{四元交雑〉である UCH

(ICRHt、 15.4舗と今回調べた系統でもっと

も多い緋卵聖堂であった。

PMSGとhCG を設与した 厳の緋卵陽性成績 と

その誘起緋卵数を表 1-2および表ト3にポし

た。 BALB/c. CBA ならびに NOD の ー 郊で、緋

卵険性の倒体がみられたが、 そ の 他 は 全 O fJと

も排卵が !IHまされた。誘起排 卵 数 は 、 PMSG

1. 25 i. u. mで自然排卵数に近い値が紛られ

たが、 BALB/cお よ びMCH(ICR)では約 2僚の値

であった。 PUSG投与量の 増加に伴 って銚卵 敬

も多くなり、 BALB/cお よ びNIH(S)を除いては、

5. 0 i. u.欝でもっとも多い値であった。しか

し、さらに PUSG&-与盆の多い 10.0 I.u.携で

は、 5.0 i. u.務と閉じか逆に減少する傾向が

認められた。各系統の自然排卵数と 4再起排卵

数の関係を図 lに示した。自然緋卵数に対す

る誘起排卵数の増加 E容は、 1.7-4.8mの絶倒

- 1 4 -
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であった。tI~卵教の鳩加率の高い系統として

NOD. D8A/2お よびNIH(S)が 、また、低い系統

とし て AKR お よ び8AL8/cが 認 め ら れ た 。

考察

観察を行 った各系 統の自然 排 卵 数 は 、 同 一

系統内ではバラツキは稼められはかった。こ

れは使用した個体が未経産 の成熟した 10 16 

週齢のもので、体重等の条件が織 って いた こ

と に よ る と 考 え ら れ る 。 猪ら (1969) は、マ

ウスの緋卵数と R仔数の関係を詳細に 4完封し、

系統によってはtI~卵 数と産 仔数は必ずしも平

行関係にないことを報告している。本実 験 で

得られた近交系 9 系統の銚卵教は、~中研の

動物生産の坊における各系統の初回産仔数

〈未発表)と比 較しでも必 ず しも平行関係に

はなかった。緋 ~p 数と M 仔数との聞に Æ の少

な い 系 統 と し て は C57Bl/6 とNFS を、逆に&

r

、
J
V
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の人きい系統としてはAKR. BALB/c. CBAおよ

び DBA/2 をあげることができ た 。

一方、 誘起 mø~ では、 12系統中の 10系統で

PIISGとhCG 投与量が各5.0i. u. mでもっとも

多 い 排 卵 教 が 得 ら れ た 。 PUSGとhCG~与によ

る マ ウ ス の 緋 卵 数 l主、 PLlSGの用量に関係して

いて、過剰な投与量は緋卵数および排卵陥性

穆の低下を千百くことが知られており(毎 回.

1979 )、本実 験でも同様の絞 架が得られた。

n 然緋 ~ß 数に対する緋 ~p 量的 1m ~おは、系統|出

で大きな差が認められた。すなわち、 NO0 fJ 

らびに NfS では増加率が高〈、 4.5倍以ヒで

手均45舗を上まわる排卵数であった。逆に低

いものは、 AKR.BAlB/cで約 2倍の峨加おであ

った。

マウスでは、性隊軍司 iItホルモンに対する反

応性に系統差があり 、 反応性が高くてt1~卵敏

の多い近交系としては C57BL/6J. BALB/cByJ. 

129/SvJ. BA/CaJ. SJl/J. C58/Jが、逆に、

反応伎が低くて排卵 数の少 な い ものは A/ J. 
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C3H/HeJ. 8Al8/cJ. 129/J. 129/ReJ.D8A/2J. 

C57/L などが知られている (Hogan el al .. 

1986) 。本 災験 の結 果で は、反応性がもっと

も低い系統 (AKR. 8ALB/c) でも自然排卵敏の

約 2倍、高い系統 (NOD， DBA/2. N 1 H (S))では

約4.5 fgの必起排卵数が得 られた .

以上のように、 Pt.lSGとhCG 処理によるよ再起

銚卵数には、系統により差がみられるものの、

効 8 的 に 過 緋 卵 を 誘 起 で きることがぶされた

(償山 .k 谷川. 1989) 。
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第 2111! 過排卵処理した各種系統 餓 マウス

の交尾成 績 と 正常駐の採取敏

はじめに

第 11II!では、各種系統の鑑マウスに PMSGと

hCG の 処 訟 を 施 す こ と に よって、効本的に過

排卵を日高起できることが示された。実験材料

としての受粉卵および初期匹を得るためには

、 この " をさらに慮と交配させなければなら

ない。しかし、マウスは系統によ って、排 卵

数 や交尾戚 織 に大きな差があ る こ と が 知 ら れ

てお り (Yokoyama el al..1981: Mobraalcn. 

1981: 8rinsler el al..1985) 、実 験 を開始

するにあた っては 、そ れ ぞれの系統について

前もって a食しておく必要性が指鈍されてい

る (Hogan el al. .1986 館本ら . 1987) 。本

実 験 では、貫~ 1節に引き続き、各将系統マウ

ー 18-
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スの繁殖生理学的な符伎を明らかにして、そ

の有効利用を閃るために、広〈使用されてい

る近交系を附いて、 PMSGとhCG t賞与による過

緋卵処理後の交尾成績を調べるとともに、交

尾 成 立 銀 から IE採取を行い、そのiE1首位を調

べた。

材料および方法

J .使用動物

実中 研 に お い て 生 産 さ れた A/He. AKR. 

BALB/c. CBA. C3H/He. C57BLl6. C57BLll0Sc 

CL/rr. OBA/l. OBA/2. 000. 10T. KK. L T ISv 

MRL/Mp. NC. Nf?S. NOO. NZB. NZ'II. P. SJL. 

SWV お よ び 129/Svの 24系統の近交系マウスを

使閉した。なお、 厳 tま未経度個体を対 .11!とし

て 8 16週飴で、交配用の雄 11 12 24週除 で実

験に~した 。
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2 .銅 (1条件

動物の飼育は、 inl節 に述べた条件で行っ

h 

~。

3 .過銚卵の必起と交配

進 緋 卵 4再 起 の 方 法 li、 inl節の成績をもと

に決めた。すなわち、各系統 の 飽 に5.0 1. U. 

のPMSGを腹腔内注射し、その 48時間後に 5.0

1. u.の hCGを悶織に注 射 して過緋卵をみ起し

た。各性腺車IJi般ホルモン Iま、夕方の 17:00 18 

:00 に役与した。なお、 銭 の位周期{立与耐震せ

ずに処理を行った。 厳 はhCG 注射後のちに同

系統の縫のケ ヅ内に移し、 一 晩同起ーさせて

交 配 し た 。 交 配 は l匹 飼 いの 縫 のケ ヅ 内 に

雌 を l凶入れる方式で行った。なお、交J6の

破 滅は、宅E捌の 9:00-10:00に 餓 の腕伶形成の

有 無 を 観 察することによって行った。

4 .怪のま草取と後査

交 泌 を 舷 腿 し た 雌 lま、 雄と分 観 して飼育を

-2 0 -



憲主 l;t、懲役の S車庫ました日から 2日後の 11:00・

14:00 (hCG 注 射 後67-70時間)に殺処分して

径を採取した。すなわち、顕椎~臼法で設処

分し た 鎚 から子宮・卵管 ・卵巣をまとめて鏑

出し、語草紙上で卵管および子宮を分服した。

っさに卵管をプラスチックシャーレ(10 x35 

l1li)内の流動パラフィンで 彼 われたま書地中に

移し、実 体 顕 微 鏡下 (x 25-40) で 30ゲ ー ヅ

注射針を袋 11した注射簡を用い て 卵 管采から

子宮万向に少貨の帯地で 静 か に内容物を灘流

して.IJEを採取した。また、子宮についても M

織 に海流を行って.IJEを採取した。採取.IJEは、

4}個体ごとにその 数 そかぞえ 、 さらに倒立顕

微 鏡下 (x 100・200)で形態的な倹査を行っ

た。なお、 8細胞期にあるのもを正常径とし

、また、 27細胞期墜を発生遅延匹、さらに

YtI'I存分割ならびに変性退行過程のものを巣常

.IJEとして分 類 した。

-2 1 -



PMSGとhCG を 処 理し た 各 種 系 統 マウスの交

配 成績 をJ1. 1 4に 示 し た 。 交 尾成 績 〈般 の燦

栓陽性$) ，立、系統により大きなl1が dめら

れた. DBAハ.C3H/lle. BHB/c では 70"以

上 (71.6-78.6")の高い舗である のに対して、

LT/Sv. AKR. SJL では 30"以下(15.826.1") 

の 低 い 備 であった。 使 用した系 統 あ た り で み

ると、 50"以 上 の 交 尾 陽 性 率 を示したものが

13系統 (54.2")で あ り 、 50"以下のものが 11

系統 (45.8れ であった。

交 尾 が S臨4まされた 鎖 倒 体 からの!Eの f草取成

績を 表 15に示した。 採取径数 の多かった系

統は、 URL/Up( 平均 座数 :55.1).IDT(48.7).

NOD(47.7). P(47.3)で、自 然 排卵 教 に対する

4-5倍 の 値 で あ っ た 。 逆 に 少ない系統 l主、

SJL(9.0). NZ官(9.6). A/He() 1. 5). NZB{ 11.8) 

で 、 自然排卵 敏 とほぼ同 数 の舗であった。

正 待 gpの t草取数 も系 統 により 大 きなi]!がみら
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れた。縁取 IE数の多い系統は、 SWV(平均 IE数

:31.3). NOO(27.6). P(26.8). 101(26.6) で

、自然排卵数の 2倍以上の舗であった。これ

らの系統はともに、採取 IEの 総数に対する正

常径の羽合が高い傾向にあった。逆に正常 IE

の官事合が低い系統は、 NZB(3.5). AKR (4.3)， 

NBW(4.4). SJL(5.1)， MRL/t.lp(5.6) で、自然

排卵 敏 や生産の場における初回i!fi仔 数 (未発

.}lt) よりも少ない依であった。また、 AK R. 

CBA. t.lRL/Up では、発生退廷)H; ( 2 7細 胞期

IE) が、正常)H; ( 8細 胞期匪)よりも高い色白

で採取された。

交I誌が不成立におわった健体 を も 含 め た 使

用 餓 総数に対する正常駐の録取効率 l主、 101

〈平均 IE敏:15.5)， S胃V(l2.3)， C3H/He(l2. 1)， 

NOO(IO.7) で高く、逆に AKR(O.8)， SJL(1. 3)， 

NZB(l.9)， NZW(2.3)， 129/Sv(2.6). L1/Sv 

(2. 9) と緩めて低かった。
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考察

本実験で得られた採取 IE教 には、系統によ

り大きな 61がみられた。また、交尾の磁恕さ

れた4s-系統の伺体からの採取 Mには、異常と

t~ 定されたものが高い割合で含まれていた。

マウスでは、 PMSGの単一役与によっても自然

排 卵 数 に 近 い 排 卵 が 起 き る こ とから (Kaufman

and Whillingham.J972)、 本 実 験 でもの PMSG

dt与 によ って 排卵 した もの が、卵管および子

宮に備まっていて、 hCG 投与により排卵され

たものと混じって一緒に採取 されたことが政

わ れ た 。 こ れ ら の PMSG投与時に排 卵 し た 卵 了

は、変性退行した異常卵として採取されたと

縫聖書されるが、 hCG t!l:与により排卵された卵

子で異常なものとの判別が不可能なために、

とくに区別せずに録取 M総数 としてまとめた

。なお、 AKR. C8A. MRL/Mp等では、発生遅延

脹とした 2・7 細胞期怪が、正常 BEとした 8細

胞期経よりも向い備で採取さ れた。これらの

-2 4 -



ヨ圃._

発生遅延経の正常性については 、 十 分 な 後 約

Iま行わなかったが、マウスの IE発生速度には

系統i(のあることが銀告されており (Whltten

and Dagg， 1961) 、 これ らの 匪も採取の鈴期

を返 ら せ る こ と に よ り 、 正常盛として得られ

ることも考えられる。さらに 、本 実 験 では、

創 の性 周 期を考慮することな しに PUSGとhCG

の t賞 与 を 行 っ た が 、 ラ ッ ト の成熟 慮童 に過緋卵

をE書 起させるには、動物の体内のホルモン動

態 に J，~ f.周させて、 PUSGとhCG を投与する必接

があると 報 告されている(Yama田urael al .. 

1982) 。 マ ウ ス で も こ の 方 法により、交結成

績 と過銚卵の効 E事を向上させる こ と が 考 え ら

れる。

Yobraaten (1981)、 Glenislerand Lyon 

(1981)および著者ら. (1981)は 、P"'SGとhCG

の処理によって過排卵を誘起して交配し、凍

結保存に供するマウス 8総抱期僚を採取した

成績 を 報 告している。 そ れ によれば、 交 f色総

性本と過銚卵の誘起効果、正常llEの採取効お
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には、系統によって大きな差のあることを総

めている。これまで述べたように 、 本 実 験 で

i専 ら れ た 結 果 も 、 こ れ を 蒋 確 認する成績であ

った。

すなわち、 PMSGとhCG の処理によって過排

卵は必起できるが、半数の系統で は 交 尾 成 立

の変動が大きく、採取できる正常駐数の予測

は闘 鯵 であることが知られた(積山 ・臼ilL.

1990) 。今後、正常lIEの採取効率の恐い系統

に ついては 、 さらにホルモンの投 与 量 や 投 与

の間 隔 、 動 物 の 日 齢、 性周期などを考慮‘して

、それぞれの系統に適合する条件を倹討する

必要があると考える。また、過排卵された本

受初卵を用いる体外受縮技術の擁立も量~ tJ. 

探題といえる 。
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費13111 5系統の近交系マウ スにおける

系統内および系統聞の体外受締

はじめに

宛生工学や生殖工学などの実験を行う上で

は、まず材料となる座がなければならない。

マウスでは、 PMSGとhCG を処理 して過排卵を

e認 定 し た 雌 を、雄と交配させて.IB5を得るのが

智通行われている方法である。し か し 、 繁 鋪

能力の高い交緩系やクロ ー ズドコ ロ ニ など

の 一 部の系統を除いては、実験材料としての

隆司を必要に応じて効率よく得るのは容易では

ないことである(隻図. 1988) 。第 1節およ

び第 2節から明らかとなったように、一般的

に広〈使用されている近交系でもその半数の

系統 lま、過排卵を誘起できるにも l制わらず、

交 J込成 績 が低〈 、 採 取 できる正常.IB5数も多く
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は ないものであった。本実量産では、 PI.ISGとhC

C の処理によって得られる未受 続卵と、 k量の

M m上体 1喜子を飼いて、体外受綴による受綴

~"の作製を倹討した。

材料および方法

1 .使用動物

3眠中研において生獲された BAL B / c . C 3 11 / H e 

C57BL/6. DDDお よ び NC の 5系統の近交系マ

ウスを使用した。雌は米経窓側体を 8 16遡齢

で、 111ま 12-24遇齢で実験に供した 。

2 .銅百条件

動 物 の 飼 育 は 、 第 l勉 に 述べた条件で行つ

た。

3. 1曹地

自配布・らの考・~した修正クレプスリンゲルîIì
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自慢 般 培地 [TY H 織地 ] (電図ら. 1971 a)を使

附した。使用に際しては、等地の O.4圃lをプ

ラスチックシャーレ (35 x 15田 }に分注して

上面 を パ ラ フ ィ ン オイルで緩い、 一 暗記炭 酸 ガ

ス 1苦笑袋置内(温度 37・'C: 5 草 炭 酸 ガス ・ 95 ~

~ ~)に静佼し、温度と気相を平衡させた。

4 . 体外受総

体外 受 紛は、長田ら (197Ia. 1971b)の方法

に准 じて行った。すな わち、卵 子 1:1:、厳 マウ

スに 5.0 i. u.のPMSGとhCG を48時間間隔 で腹

腔内注射して過排卵を誘起し、 hCG 注射後 16

17 時間に卵管膨大総より券 取した 。この 卵

子を前述の O.4圃lのTYH 培 地に 導 入した。紛

子 1:1:、雄の精巣上体尾認から採取し、 TYH J宮

地に懸濁して 1 1. 5 時間インキュベートした

後 に 嫁 ね に 供 し た 。 皇華街 lま卵 子を含む O.4 四l

の培地に 5 10 u 1の椅子液を加えて行 った。受

精 の 織 の 級 終 翁 子 湿 度 lま、も との 続子被浪 l支

と JJtIえた 紡 子 液 f置から IOO-300/ulと推定 され
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た。鎌籾を行ったシャ ー レ{主、直ちに炭 酸 ガ

ス tð 養~Qf内に民し、 4-6 時間容養した。

5 .卵子の倹査

tt fH量 46時 間 に 、卵 子を新 しい培地に移

し鯵えることによって洗浄し、ホ ー ル マ ウ ン

ト僚本として位相差顕微鏡下で鍛察した。ま

た、 一 部lの 様 本 1;'、必婆に応じてホルマリン

回定してラクモイド染色を 施し、 生 標本 では

観察 不可飽な 卵 子の 染色体や侵入精 子の頑51!

変 化を再び観察した。判定基準としては、総

子が 卵 チの 透明彩を通過 したすべてのものを

紛 子侵入卵子とし、卵 細 胞 質 内 に綴子の侵入

の緩められたものを受 鰐卵 とした。さらに、

細 胞 質 内 Iこ 2舗以上の 待子 が 認められたもの

を多 初 予 受 続 卵 と し て 分 類 した。

6 統計処理

締 子 俊 入 車 お よ び 受 綴 E艇は 、 X仁 倹定を 行

った。
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成績

5系統の近交系マウスの系統内および系統

1mの体外受続成 績 を 表 1・6に 示した。綿子侵

入事 li 、系統内では 88. 卜 IOO~ であり、系統

聞 で は 86.O ~ IOO~ の成績であった。すなわち

系統内では C57BL/6 精子 と C57BL/6卵子と

の組み合わせで 88.) ~、また、系統閥では BA

LB/di'l子と C311/He卵子との組み合わせで86.0 

S と、それぞれ最も低い値であったが、他の

組み 合わせとの聞には有意な釜は認められは

かった。

受 fii~については、系統内では 88. 卜 )OO~

と 、初子侵入率と同様に有意な釜はみられな

かった。しかし、系統聞における BALB/c綿子

とC3H/He卵子との 組み合わせで68.O~ ともっ

と も低い値が得られた。この量産は、 BALB/c続

干と他の 4系統の卵子、ならびに C3H/He卵 子

と他 の 4 系統の綴子との緩み合わせ で 得 ら れ

た成 績 は7.599. l~) と比鮫すると有意に低い
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ものであ っ た (P<0.05)。

各組み合わせにおける多鰐子受続事を図 1

21こ示 した。それぞれの系統の組み合わせに

よ ってバラツキがみられ、 B.HB/cと C57BL/6

の精子を照いた組み合わせでは低〈、 C3H/He

とNCでは高い多精子受綜率であった。また、

C57BL/6 の卵子を用いた組み合わぜでは低か

ったが、 BALB/c. 000 ならびに NCの 卵 子 で は

向い illIであった。

考察

本実験で fi、系統内および系統!聞の体外受

精に お い て 、 ご く ー 舗の緩み合わせ (BALB/c

mチと C3H/He卵子)を除いて、安定した高い

受紛成績が得られた。媒締後 4-6時間に、 Ys

っFの染色体と侵入病手のOJi書官の変化ならびに

雌性.!t性前核の形成の有無を 調 べ た が 、 大

多数のものはがjf~ 期の発生段階にあった。し
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かし、 BAlB/c翁 予 と C3H/He卵子との組み合わ

せで得 られ た受 続卵 には 、続 子が侵入して 1m

もはいと綾察される、染色体が第 2成熟分裂

の 後期から終期 像 で、 膨 大綿子頭を持つもの

が 29.4%<30/102) の値 で 認 め られた。問織に

、 BALB/cの系統内でも 25.0%(28/ 112) の値で

観察 された。これらのことから 、 BALB/c総子

とC3H!f1e卵子との組み合わせで得られた低い

受ねおは、紛千世t入 時 期 の遅延 による可能性

が惟聖書された。しかし 、 BALB/c総子において

もC57BL/6. 000ならびに NCの 卵子との組み合

わせでは、受続卵の 95%以上の ものが前綴期

であり、初予侵入時期の遅れはとくに認めら

れなかった。この遣いについては、現段階で

は不明であるが、.綴後から時閣をおって純

子俊入時期を 観察するな どの 検 討が必婆と毛

える。

マウスの 体 外受 精に おい ては、系統 2"!のあ

ることが早くから認められている (Iwamalsu.

and Chang. 1971; Kasai et al.. 1978)。さ

。。
内
‘

υ



らに、 Pa r k e n i n g a n d C h a n g (1 976) li、マウ

スの体外受干高率には系統差があり、 C3H.CD I 

{アウトプレッド〉 および交緩 FJの 綿 子 の 受

紛 成績は高いが. C57BL/6 鰐 子は有意に低い

ことを 報告している。また、守回ら (1977)は

、 4系統の近交系と 2系統のアウトプレ ッド

を用いて体外受符を行い、受精本と受紛 ~II の

初期発生速度に系統差のあること を 報 告 し て

いる。これによれば C57Bしは 他の系統に比べ

て受 紛 継 が 低 〈 、 初 期 Mの 発 生速度も違い 。

さらに、鈴木ら(1991 )は、 51系統の未成熟

雌か ら卵子を録取し、クローズドコロニ ー の

I C R系雄の綴巣上体翁子により体外受絡を行

っている。これによれば、綴子が同一系統で

あ って も受続怒には大きな系統 釜がみられた

こ と か ら 、 マ ウ ス Eを用いる研究 に お け る 系

統z!を考慮する必要性を指摘している 。しか

し 、 本 実 験 では 、C57BL/6 鰐 子の受鱗おがと

くに低いという結果 lま得られなかった。これ

については現時点では明確ではないが、使悶

- 3 4 -
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した動物が'Jtなることや実 験 の実施条件の途

いなどが考えられる。

以上のごとく、本実 験 で用いた 5系統の近

交系マウスの系 統内 および系 統悶 の体外受 締

唱は、ごく 一 部の組み合わせを除 t:1(;i、 非常

に 高 〈 安 定 し た 成 績であるこ とが知られた。

また、交配による体内受絡に比較して受締成

絡に変動が少なく、発生段階の織 っ た受紛卵

や応を安定したかたちで作製できることが明

らかとなった(償山 ・長谷川. 1991) 。

3 5 -
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ヨl4 ll!I小 f舌

先生工 ~'t や生娘工学の実験を行うには、材

料と して の匹 が不 可欠 であ る。本 1置では、性

線刺激ホルモン (PMSG-hCG)処理による誘起排

卵の条件を潟ぺ、さらに交配およ び 体 外 受 紡

による1Æ~Jll(に関する基礎的条件を調べた。

その結果、マウスの成熟未経 m般に PMSGと

hCG処環することにより、性周期の考慮なし

に自然排卵数の1.7 4.8倍の値で過排卵を訴

起することが示された。しかし、過排卵処売

した鍾の交尾磁性副院は約半数と 低 く 、 得 ら れ

る正 常 I f の 値 も 必 ず し も 多 くはないことが知

られた。さらに、排卵誘起された卵子と縫の

ti1 ~上体尾部翁子の体外受鰐で 11. 、系統内の

みならず系統聞の組み合わせでも高い受精準

が得られ、交配による体内受精に比鮫しても

変動の少ないことが切らかとなった。

- 3 6 -
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選)-) 各樋系統マウスの自然llt~P量生

一ー一一-一一

糸もk 後fi動物数 tlt卵量生
(平均-tS. [)) 

八Kn 22 1 2. 8 t 1. 6 

13八L13/c 2 5 1 1. 3 1 1. 8 

CI3A 20 9. 2ト1. 0 

C311/lIc 20 1 o. 2 I O. 9 

C 5 7 IIし/6 2 3 g. 1 I 2. 4 

))13八/2 2 1 I 1. 6 I 1. 7 

KK 2 1 1 O. 0 t 1. 6 

NドS 2 4 1 O. 0' 1. 2 

NOD 22 9. 7十1. 0 

Jcl :MCII (ICln 3 1 1 5. 4寸 2. 9 

J c 1 1 C R 20 13. 7il. 4 

J c 1 : N 111 (S) 23 1 o. 8 t 1. 5 

司，
q
d
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本 12 Mti ，~.H:.-...ウ λの PMSG hCG処E型による説起排卵h.x鋪

PMSC hCG 排卵白陽性 4非卵紛糾僧
糸.H:. l昔、hl I~ 与量 ueffUI量数 雌数 あたりのも摩卵倣

(1 U) (1. U) (覧) {‘F鈎+S.D)

AKR 1.25 5.0 5 5(1(削 11. 6土 39
2.5 5.0 7 7(1∞} 13.3土 5.6 
5.0 5.0 6 6( 100) 22.2土11.8 
10.0 5.0 6 6(1∞) 21. 8:t 5.7 

BAL8/c 1.25 5.0 10 10(100) 17.7土10.8
2.5 5.0 9 9(100) 20.8:t 7.9 
5.0 5.0 10 10(100) 23.1 + 13.5 
10.0 5.0 10 9( 90) 30. 8:t 17. 7 

C8A 1. 25 5.0 10 10(100) 11. 6土 3.0
2.5 5.0 11 11(100) 23.1土 6.3
5.0 5.0 11 11 (100) 29.5+ 8.5 
10.0 5.0 10 8( 80) 8.0土 9.3

C311/11e 1. 25 5.0 5 5(100) 11. 0土1.6
2.5 5.0 自 6(100) 17.2土 8.6
5.0 5.0 5 5(100) 29.4土 8.2
10.0 5.0 5 5( 100) 18.6+13.。

C578L/6 1. 25 5.0 5 5(100) 10.6土 1.8
2.5 5.0 5 5(100) 13.3土 5.6
5.0 5.0 5 5(100) 22. 2i-11. 8 
10.0 5.0 5 5(1∞} 21. 8土 5.7 

DBA/2 1.25 5.0 6 6(1∞) 12.8土 2.3
2.5 5.0 5 5(100) 22.6土11.7 
5.0 5.0 5 5(1∞) 43.6土 6.3 
10.0 5.0 6 6(1∞) 26. 7土16.4

KK 1.25 5.0 9 9(1∞) 5.8土1.6
2.5 5.0 9 9(100) 8.4土 4.0
5.0 5.0 8 8(100) 29.3土13.2
10.0 5.0 10 10(100) 16.4:t 9.6 

NFS 1. 25 5.0 6 6(100) 13.7土 3.8
2.5 5.0 6 6(100) 22.5土14.6
5.0 5.0 6 6(100) 45. 7土22.0
10.0 5.0 6 6(100) 43. 5:t 13. 5 

NOD 1. 25 5.0 9 7( 78) 9.6:t 1. 0 
2.5 5.0 。 8( 89) 17.3土10.0
5.0 5.0 。 9(100) 46.3土16.7
10.0 5.0 9 8( 89) 24.9土 8.0

- 3 8 -



議 13 各純系統マウスの PMSGhCG処理による議起排卵成繍

PMSG hCG m卵陽性 排卵脳性鍵

系統 投号館 l立与.ht ukJllI!l数 眠童数 あたりの緋卵数
(i. u) (i. u) (出) (、v均:tS. 0) 

Jcl: 
MCII(I CR) 1. 25 5.0 10 10(100) 30. l:t 12. 1 

2.5 5.0 10 10(100) 21. 9:t 8.6 
5.0 5.0 10 10(100) 44.1土 8.0
10.0 5.0 10 10(100) 20.0+ 8.2 

Jcl: ICR lお 5.0 7 7(1∞} 12.6土1.1
2.5 5.0 5 5(100) 14.0土 4.5
5.0 5.0 5 5(100) 39. 7:t23. 1 
10.0 5.0 5 5(100) 23. 6:t 13. 6 

Jcl :NIII(S) 1. 25 5.0 6 6(100) 9.5土 4.5
2.5 5.0 6 6( 1 00) 12.8土11.5
5.0 5.0 6 6(100) 41. 2土20.7 
10.0 5.0 6 6(100) 42.3土 7.7 

3 9 
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災 14 :h起俳卵処賭した各極近交系マウスの交尾bX総

系統 ~mlll~ 館後陽性111数

(%) 

一一一
A/llc 8 4 (50.0) 

AKR ω 12 (18.8) 

8AI.B/c 141 101 (71. 6) 

CBA 22 10 (45.5) 

C311/lIe 72 56 (17. 8) 

C57BL/G 104 45 (43 3) 

C57B1./10SC 29 16 (55.2) 

CI./Pr 15 7 (46 7) 

OsA/1 14 11 (78.6) 

08A/2 113 44 (38.9) 

000 15 6 (40.0) 

10T 12 7 (58.3) 

KK 72 41 (56.9) 

lT/Sv 19 3 (15.8) 

IoIRllWp 26 17 (65.4) 

NC 8 5 (62.5) 

NFS 26 13 (50.0) 

000 18 7 (38.9) 

NZ8 30 16 (53.3) 

NZW 44 23 (52.3) 

P 11 4 (36.4) 

SJI. 92 24 (26. 1) 

SWV 23 9 (39. 1) 

1 29/Sv 16 6 (37.5) 



圃・L

以 15 ~.6:俳卵処J'Pしたお樋近交系マウスからのfH.Ull成績

一一
.Nt全附jtt， 館後陽性I!f llH1l1!f 

系統 健主主 はlllll壬主主 正常陸数 あたりの あたりの

(%) 正常歴数 止常貯敏

一一 一一
A/lle 4 46 T7 (58.7) 6.8 3.4 
AKR 12 256 51 (19.9) 4.3 0.8 
8A1.B/c 101 1544 911 (59.0) 9.0 6.5 
C8A 10 214 77 (36.0) 7‘7 3.5 
C31t/lle 56 10筒 873 (79. 7) 15.6 12.1 
C57B1./6 45 921 569 (61. 8) 12 6 5 5 
C57BI./ 10SC 16 367 2幻 (60.8) 13.9 7. 7 
CL/t'r 7 159 96 (61. 6) 14.0 6.5 
D8A/1 11 247 124 (50.2) 11. 3 8.9 
DBA/2 44 692 382 (55.2) 8. 7 3.4 
DDD 6 131 54 (41. 2) 8.5 3.6 
10T 7 341 186 (54.5) 26.6 15.5 
KK 41 858 589 (68.6) 14.4 8.2 
LT/Sv 3 91 55(ω.4) 18.3 2.9 
MRLIWp 17 留1 95 (10. 1) 5.6 3. 7 
NC 5 103 30 (29.1) 6.0 3.8 
NFS 13 初3 129 (閃.5) 9.9 5.0 
000 7 334 193 (57.8) 幻.6 10.7 
NZB 16 188 56 (29.8) 3.5 1.9 
NZW 23 220 101 (45.9) 4.4 2.3 
P 4 189 107 (56.6) 26.8 9.7 
SJL 24 215 123 (57.2) 5.1 1.3 
SWV 9 316 282 (89.2) 31. 3 12.3 

129/Sv 6 139 41 (29 5) 6.8 2.6 

- 4 2 -
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;k 1 6 5 系統の近:;，:~長マウスにおける系統内および系統聞の体外受精

一一&....lt 検t空 精子侵入 受精卵数 多y..-，受給

事前r flJ(- 卵主主 卵数 (覧) (覧) 卵数{誕)本

BALB/c BALB/C 116 115( 99. 1) 112( 96.6) 5 ( 4.5) 

C311/IIc 120 120(1∞ー0) 118( 98.3) 16 (13.6) 

C57BL/6 1().1 1().1 (1∞.0) 104(1∞.0) 6 ( 5.8) 

000 126 124( 98.4) 124( 98.4) 21 (16.9) 

NC 128 117( 91. 4) 116( 90.6) 20 (17.2) 

C311/1Ic 8At8/c 150 129( 86.0) 102( 68 0) 3 (2.9) 

C311/IIe 112 111 ( 99.1) 111 ( 99. 1) 12 (10.8) 

C57sI./G 120 109( 90.8) 105( 87.5) 5 ( 4.8) 

OOIl 121 115( 95.0) 115( 95.0) 日(7.8) 

NC 120 118( 98. 3) 118( 98.3) 12 (10.2) 

C57BL/6 8AL8/c 101 98( 97.0) 96( 95.0) 0(0 ) 

C311/lIC 102 100(1(ぬ0) 102(1∞.0) 5 ( 4.9) 

C5781./6 126 111( 88.1) 1I1( 88.1) 1 ( 0.9) 

000 97 95( 97.9) 95( 97.9) 7 ( 7 4) 

NC 122 121 ( 99.2) 121 ( 99.2) 5 ( 4. 1) 

DOO BALB/c 137 133( 97. 1) 126( 92.0) 2 ( 1 6) 

C311/lIe 118 118(1∞.0) 118(1∞.0) 15 (12.7) 

C578L/6 108 108(1∞.0) 108(1∞.0) 11 (10.2) 

000 115 108( 93.9) 106( 92.2) 5 ( 4 7) 

NC 108 1(削 98.1) 105( 97.2) 23 (21. 9) 

NC BALB/c 118 117( 99.2) 111 ( 94. 1) 4 ( 3.6) 

C311/IIC 1(あ 1(お(1(ぬ 0) lぬ(I(悶.0) 23 (21. 9) 

C578 1./6 113 109( 96.5) 109( 96.5) 7 ( 6.4) 

001) 118 118(1(ぬ 0) 117( 99.2) 18 (15.4) 

NC 107 107(1∞ 0) 107(1(泊。 0) 21 09.6) 

ホ:受MOllに丸jする多納子受才市の御j合
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系統IIHにおける多精子受精の関係



a・

第 211

体外受精および!E移植による

f定怨.モデルマウスの il仔の作出

-4 5 -
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第 l節 トランスツェニックマウスの体外

受干高.If移舗による重量仔の作出

はじめに

クロ ンイヒされた外来遺伝子を導入して作

山さ れる トラ ンス ジェ ニッ ク(以下は Tgと略

す)マウスは、導入遺伝子の機能発現を個体

レベルで解析する実験系としてだけではなく、

新しい疾忠モデル動物を開発する手段として

期待されている(Jaenisch， 1988: lsola and 

Gordon， 1991)。著者らは、こ れまで疾怠モ

デル動物の開発を目的として種々の遺伝子を

導入した Tgマウスを作出してきた。これらの

作出した Tg鋼体については、まず F1 '個体を得

て導入された外来遺伝子の後飽発現を調べ、

さ らに目的に合うものを選後して系統化を進

め て、モデル動物を磁立することになる。本

-4 6 -
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実験では、疾患.モデル動物の開発研究の一環

として、 体外受字書による各需の Tg疾患モデル

系統の舗体の作出を検討した。

続料および方法

1 .使用動物

~ .fi'らが 、 5区中研において作 出した 10織対

のTgマウスを使用した。これらのTgマウスは、

自 然交配による体内受翁卵または 体 外受紛 で

作製さ れた受精卵の雄性前主主に、クロ ー ン化

した遺伝子 DNA を顕 微操 作で注入し、レシピ

エント 般 の卵管に移 継 して得た (Hogan el a1. 

. 1986; 鶴木ら. 1987) 。導入遺伝子は、館

街モ デルのヒト ・プロト塑 c-Ha-ras 遺伝チ

[以 後c-Ha-ras) ( Sailoh el aJ. .1990: 

Kalsuki el aJ. .1992) およびヒト ・B型肝

炎ウイルス遺伝チ [HBV] (Hino el a1.. 1986)、

免疫不全症モデルのヒト ・インタ ーロイキン



• 

2遺 伝 子 [IL2](Kalsuki el al..1989) およ

び マウス・ T細胞 筑僚 レセ プター遺伝子

[TCR] (Bonnevi lIe el al.. 1989)、高血圧

モデルのラット ・レニン [rREN] (Ohkubo el 

a卜.1990)お よ び ラ ット ・アンヅオテンシノ

ゲン遺伝子 [rANG)(Ohkubo et al.. 1990)な

らびに ヒ ト ・ レニン lhREN] (Fukamizu el 

a1..1989: Seo et al.. 1990: Fuka由iz u e 1 

a1..1991)お よ び ヒ ト・アンヅオ テンシノ

ゲン遺伝子 [hANG](Takahashi et a1.. 1991: 

Fukamizu et al.. 1993)、運動 失調モデルの

マ ウス ・ミエリン復基性タンパク遺伝チ

[W B P) (K i皿uraet al.・ 1989) およびそのア

ンチセンス型 遺 伝 子 [aW8P](Kalsuki et al. 

1988)の 10種類である。また、これらの Tg

マウスとの 体外受翁 には 、8AL8/c. C578L/6. 

C3H/He. B6CFI (C578/6 x BAL8/c . FI) マウス

を使用した。さらに、体外受精によ って 得ら

れたTg系の応を移絡するためのレシピエント

阪 には、 MCH(ICR) マ ウ ス ( 日本クレア)を



-

mいた。

2 . 飼 育 条件

動物の飼育 11、買事 l翠・ 1事 I節に述 べた条

件で 行った。しかし、導入遺伝子の級官E発現

のために運動失調を呈してた Tg倒体には、図

形島j料 の 他 に 粉 末 銅 料 を 水 で 練 って与えた。

3 .体外受総および場養

体外受r./I1.、:a回ら(1971a) の方法に準じ

て 行った。すなわち、体外受績には TYH培地

そ問い、使用に際しては、そのo.4 田lをプラ

スチックシャ ー レ( 35 x 10圃 )に分注して上

蘭をパラフィンオイルに嶺い、一晩炭酸ガス

犠養護置に一晩偉いて温度と気相を平衡にさ

せた。卵子 11.前述の誘起緋卵で得られたもの

を実験に供した。また、精子 lま各系統のま量の

r..' !県上体路線から採取し、パラフィンオイル

に積われた TYH 培地に懸濁して 1-)， 5時間イ

ンキ ュ ベ ー 卜した後に媒精に供 し た 。 媒 続 11.

- 4 9 -
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精子懸濁簸の約 10μEを、卵子を含むO.4 田l

の TYH j富 地 に 添 加 し て 行 っ た 。受絡の織の最

終続 .1.!l度 Iま 100-300/μEとし た 。 媒 F直後

はそのままの状態で約24時間稽養を車接続し、

2細 胞 期 に 発 生 し た も の を 受 緒 成立とした。

なお、 -$のものは 、娘鰐後約 6時間の前咳

朋で発生 mWU:I書地 (Whillen. 1973)に移し

仔えて I寄獲を行 った。

4 . !基の移縮

培養により 2細 胞 期 へ 発 生 した BEの 一 部は、

紛管切断した縫との不妊交配で偽妊娠を議起

したレシピエント 銭 (腿桧 E証言書当日:Da y 1) 

の卵管内に移継した。移植座数 li片 側 の 卵 管

あたり 5駒 10倒 で 、 左 右 で 合 計 14・20舗を目処

とした。なお、lEを移績したレ シ ピ エ ン ト 飽

が予定日に分娩しない場合には、帝王切闘を

行って"If仔を嫡出し、あらかじめ別に準備し

ておいた箆綴に町南青させた。

- 5 0 -
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5 .導入遺伝子の検定

lt ff li 3 4 選 曲者で 向眠気した。 4・5 灘院で足

の 一 宮容を切断し、 DNA を 嫡 出 してサザンプロ

ット解析によって、導入遺伝子を 待 っ て い る

か否かを凋べた。

成 級

1 .作出したトランスヅェニックマウスの

臨床所具

ヒト・インタ ロ イ キ ン 2(IL-2)遺伝子を

導入して得られた初代個体に 、 特徴的な運動

失 aがみられた(図 2・1) 。導入遺伝子 li、

ゲノミック 1l 2遺 伝 子 (h1 L-2) と、そのプロ

モ タ ー 錫位をマウス ・メ タ ロチオネイン ・l

遺伝子と置換したキメラ遺伝子 (MThll-2) で

あるカ<(Kalsuki el al. ，1989) 、 h 1 L 2・Tg

マウスの初代側体で li4匹中 の 2匹 (2平}が、

また MThIL-2 ・Tgマウスの初代倒 体 では 8匹

- 5 1 -
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中の 7pt (3宇:4♂}が運動失調を呈した。そ

の他の遺伝チを導入したTgマウ スには、とく

に外見的な異常 li認められなかった。

2 .体外受給

各 Tg系統の体外受綴成 績 を表 2-1-2 6 に

示 した。これらの実験成 績 は 、使用した各緩

個 体ごとで集計した。 MThIL-2 遺伝子を導入

した ~ r応 の 初 代 Tg緩 か ら は 、 まったく精子を

得るこ と が で き ず 、 世 代 を 継 ぐことができな

かっ た 。 ま た 、 ラ ッ ト ・ レニン遺伝子にプロ

モ タ としてマウス ・メ タ ロチオネイン ・l

遺伝子 を 連 結 し た rREN遺 伝子を 導入した T8雄

から得た紛子の受続準は、表 2-4 に示すよう

に30X 以下の低い伎であった。この他の Tgマ

ウスの体外受締率は、 75X 以 上と安定して高

い成 績 であった。

3. IE移 繍

体 外受m後 の 繕 獲 に よ っ て 2細 胞納まで発

-5 2 -
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生 した怪の移循成績を表 2-7-2・IIに示した。

移.f4した IEの量産仔への発生率は、同一系統の

Tgマウ スで も実 鈍し た実 験ご とでバラツキが

みられ、 30 90Xの値であった。また、得られ

た死仔の約 80X以上のものが厳乳された。導

入遺伝子の発現などで、 E華仔への発生$が低

下する Tg系統はとくに認められな か っ た 。

4. ;n.入遺伝子の検定

得られた仔への導入遺伝子の伝達を潟べた

成績をぷ 2 12 -2-16に示した。各実 験 ごと

ではバラツキがみられたが 、 全体では期待偵

どおりメンデルの法則に合うものであった。

考察

本実験において、 1l-2遺伝子を導入した初

代 個体の中に、生後 10・20臼 頃に歩行異常や

転 倒などの特徴的な運動失調を呈する複数の

n
d
 

'
h
d
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個体が出現した。同一遺伝子を 導入したもの

でも、系統によって定状に差がみられた。こ

れ らは注意深い観察を続けながら飼育したが、

こ れ以上の生仔が見込めないと判断した時点

で 、体外受絡を行った。また、この Tg健体が

鑑の織合 li、卵巣を他の正常厳に移摘してiIi:

仔を~~る方法も併せて実施した。マウス・メ

タロチオネイン 1:遺伝子をプロモ ー タ 四 とし

て述結したMThlL 2 遺伝子を導入して得られ

た 4系統の縫Tg個体からは、精子を採取でき

はかったために、 t世代を継ぐことができはか

った。この 体外受続と卵巣移植で得られた側

体 を用いた解析の結果、導入した IL-2遺伝子

が生 後 48頃から小 脳で発現し、小脇組織を

直rJ:tするために運動失 2聞が起きることが解明

さ れた (Kalsuki el al.. 1989)。

また、 rREN遺伝子を導入して得られたTg緩

による体外受紛で、著しい受綴Itlの低下が認

められた 。 こ の rREN遺伝子にも、プロモ ータ

としてマウス ・メ タ ロ チ オ ネイン ・l遺伝子

一54 -



が連 絡 さ れ て い る (Ohkubo et al.. 1990) 。

メタロ チ オ ネ イ ン l遺伝 子が連結されたある

縄の遺伝子は、生後間もない時期に続巣で発

現するために、干高子形成が阻害されることが

織われた(未発表 }。愈近、鈴木 lま(1994)、

ラット c・皿yc 遺伝子にヒト・メタ ロ チ オ ネ イ

ン l遺伝子を連結した遺伝子を導入して Tgマ

ウ スを作出したところ、厳には何ら異常はみ

られなかったのに対して、雄 lま精子形成が阻

'~J されて不稔であったことを報告している。

この鉱泉は、本実験の結果とも一致するもの

である。

一方 、その他のTg系統の体外受精率は安定

して高いものであり、 i 匹のTg縫から採取し

た初子で、 1500倒を越す!Eを一回の実験で作

!1することも可能であ った。また、この!Eを

レシピエント厳に移舗して、 150 匹 以 上 の 仔

を得ることもできた。すなわち、材料となる

発生段附の織った佐を必婆とするだけ得たり、

出生日が I，~じ動物を計爾的に多数作出できる

R
J
 

F

、
J
V



ことが 明 ら か と な っ た 。
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首~ 2 111! 疾患モデル系マウスの体外受続・

E壬移摘による ii仔の作 出

はじめに

f民!1'.モデル動物として使用されているミュ

タント系は、それ自身が持つ特性ゆえに繁

嫌飽力が低かったり、交尾行動が不能であっ

たりするために、系統の維持や動物の生産が

閤重量であるものが知られている(JII俣・絵干.

1979: JII {交 ・絵下. 1982: 近 藤 ら. 1983: ゑ

極. 1984)。このような動物のうち、常染色

体 劣性遺伝のホモ塑で疾患を発症して不妊と

なるミ ュ タント系は、ヘテロ愛 の 雌 と経の

交配でホモ型個体を得るのが通常とられてい

る方法である(JII俣 ・松下. 1979: 川俣 ・松

下. 1982: 近 脹 ら. 1983: 京極. 1984)。し

かし、この生薦方法では、ホモ型 ・ヘテロ型

57-



-正 常 塑 の 各 個 体 が 悶 JN仔として混じ って生

まれるために、疾患発症前にホモ型個体とそ

の他の倒体を判別することができない。した

がって、飴生期や疾患発疲 iiiiの時期に、明 il

にホモ塑と判別された個体を用いる実験は不

可 能である。本研究では、疾患モデル動物と

して使用されている繁殖障害を伴 う ミ ュ タ

ント系マウスについて、ホルモン処 理 に よ る

誘起排卵、体外受精による受精卵の作製なら

びにJ!f移舗によるi1l't仔の作出を検討した。

材料および方法

I .使用動物

a起緋卵および体外受絡には、筋 ツストロ

フィ ・ 経モデルの C578L/6・dy/dy (図 2I ). 

肥総監主モデルの C578L/6-ob/ob (図 2・2 ). 

連動失凋症モデルの 8ALB/c- rl/rl. BALB/c-

shi/shi (図 23) お よ びC57BL/6- 田1d /田Id 

免疫不全従モデルの BAlB/c-nu/nu. C57BL/6 

58-



nu/nu. C8・17・scid/scid， 自己免疫疾!，J，モ

デル のMRl/loIpJ.1 prハpr. a尿病モ デルの KK

の合 ot10系統のミュ ー タント系マ ウ ス を 使 用

した 。これらはすべて笑中研で生 産 さ れ た も

ので、生後8寸 6週歯告で実署員に供した。はお、

体外受精によ って得られた IEを 移 徹 す る レ シ

ピエント飽には、 4元交雑系のMCH(ICR)マウ

ス( 11本クレア)を用いた。

2 ，銅 (f条件

動物の銅1-1は 、 第 l章・ 1匹 l節に述べた条

件で行 った。しかし 、筋テストロフィ ・ 症や

運動失凋箆モデルを発症して行動異常を 呈し

ている系統には、図形錫料の他に紛末飼料を

水で繰って与えた。

3， ~起緋卵

各系統の厳に 5，0 i. u.のPMSGと5.0 i. u.の

hCG を48時間 l間 隔 で 腹 腔 内 注 射し、誘起排卵

処 従の有用伎を検討した。排卵数の観察は、

nuu 

z
J
 



-

h CG 注射後 15-17 時間に卵管膨大部より~取

し、 体外受叙 した 後に 行った。

4 .体外受 精

体外受精 li 、第 2~ . 第 l 節と同じ条件で

行った。

5. JJEの 移 舵

JJEの移舗も買l2j，t.第 l鮪と向じ条件で行

った。 m.られたを仔はその成長を観察し、さ

らに外艮的にD't:認できる異常を f旨標として、

各ミュ タ ン ト 系 が 持 っ て い る遺伝的疾怠が

受け線がれているか否かを調べた。

成績

1 .誘起排卵

PM SG とhCG の処理による各ミュ ー タ ン 卜

系 雌 の排卵陽性成 績 とその誘起排卵数を.& 2 
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-17 に 示 し た 。 各 系 統 と も PMSG-hCG処理に

よ って排卵を蒜起することができた。系統別

にみると C57BL/6dy/dy Iま 65.8S<961l46).

C57BLl6・nu/nu が 68.8~ (22/32)と低かったが、

その他の系統で li 80~ 以上の高い緋卵陽性 ;jl

であった。 11~ 卵した銀側体あたりの平均緋卵

数 li、 C57BL/6dy/dy が 9.8備ともっとも少

なく、また MRL/MpJ-]prハprが 31.3側と多か

った。

2 .体外受純

各系 統の体外受 1育 成 績 を 表2-18に示した。

煤術後 6時間での受 fi1率 lま、 C57BL/6nu/nu 

で 60.9H354/581)ともっとも低い舗であった

が、その他の系統では 70~ 以上の安定した歯車

であった。さらにこれらの受翁卵は、格養に

よって 90" 以ょが 2 細胞期~へと発生した。

3. JIf移締

体外 受精後の 1曹養によって 2細胞期ま で発

l
 

n
h
u
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生した IEの移 M.IiX績を表 2・19 に示した。 IE

移舗を受けたレシピエント銭の妊娠成立穆は

75.0・ 100%で、全体では 91. 5% (75 82) で

あった。移錨 E壬 に 対 し て 39.5-57.H にあた

る夜仔が得られた。妊娠の成立したレシピエ

ント 餓 の約70% は自然分娩したが、予定日の

午前中に出産しなかった備体 (30 ~ ) ついては

帝王切開で仔を摘出し、皐毅に E南青させた。

4.j1ff1.の育成と倹定

得ら れた 仔の 磁乳 F容は、免疫不 全症 であ る

C57BL/6 nu/nu が 47.6". BALB/c-nu/nu が

57.8" と、ともに低い値であった。また、筋

;)ストロフィ ー 症モデルの C57BL/6・dy/dy.肥

満経モデルの C57BLl6-ob/ob.連動失調室モデ

ルの BALB/c-rl/rl. BALB/c-shJ/shl および

C57BL/6 田1d /皿1d の各個体は、生後約 23遇

面告 で、それぞれのミュータント系が有してい

る特 徴的 な疾患の発疲が、外見的な観察によ

って 揃認 され、遺伝的 tJ.特 徴が 正 碗に 受け 縦

-6 2 -
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がれている こ とが知られた 。

考察

本実験で使用した疾息モデル系統で、

MRL/MpJ lprllpr と KK を除いた各ミュ タ

ント系マウスは、いずれも常染色体劣性遺伝

のホモ砲で~!.L'. を発症する。この中の筋ジス

トロフィ ー症モデルの C57BL/6-dy/dy ならび

に肥満 鐙 モ デ ル の C57BL/6-ob/ob 1立、生後約

2逓 齢 から外見的に異常を示し、成熟時にi!

しでも 銀 、雄ともに交尾不能なために不妊で

ある ( JI( {支 ・絵 下 . 1979: 近藤ら. 1983: ぷ

係. 1984) 。 さらに、運動失調症モデルの

BALB /c- rl / rl 、 BALB / c ~ shi / sh i および

む57BL/6 田ldl田 1d (立、生後約 2遇齢で行動異

常を干して餓、雄とも 正 常な交尾行動がとれ

なくなり、ホモ理~ i国体同士の交配では E量仔を

得ることができない(御子柴.1984)。しかし、

- 6 3 -
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疲 tt の作いホモ~個体の中には、正常個体と

の 1mで交.1{.が成立してilE仔の得られることも

あるが、そのようなことは稀である。したが

っ て、 これ らの 系統 では 、ヘ テロ愛の貨と縫

を交配して 1/4の割合でホモ墾僧体を得る方

ii.がとられている(御子柴.1984)。また、こ

の 他にはホモ塑雌の卵巣を正常 般に移値 して、

移.ftY卵巣由来のホモ製のill1仔を効 E駆的に得る

こと を 日 的 と し た 卵巣移植法も綴告されてい

る (Tanioka el al.. 1973)。

今岡の倹討で、これらの繁殖偉容をtl!うミ

ュ ー タント系のホモ型雌でも、 PIASGとhCG の

投与により排卵を誘起できることが知られた。

系統別にみると、 C578L/6・dy/dy においては

11~ 卵締役穆が 65. 81と低〈、 m卵腸性健体あ

たりの平勾排卵聖堂も 9.8舗と少なかった。こ

の C578L16-dy/dy は、筋ヅストロフィ ー 症の

ために成然時の 8遇 措告 の 段 階 でも体丞は 15g 

程度と、緩めて発育が不良なために排卵陽性

lflや排 卵敏が低い と推 察される 。この他の系

-6 4 -
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統では、これらの正常系である BALB/cおよ

びC57BL/6 の値{後山・長谷川. 1989) と比

綬してほぼ同値か、わずかに低い値であった。

マウ スで はホ ルモ ンに 対す る反応性は、生

後 3- 4 過齢の幼~J!IIでもっとも高〈、緋卵

数も多いことが知られている (Zarrowand

Wi Isoo. 1961: Wi Isoo aod Zarrow. 1962)。

このことから、今後これらの系統に お い て も

幼若個体による誘起排卵処理の 検 討 が 必 要 と

考えられる。 一方 、各系統のホモ裂維の初栄

上 体泌 総か らは 、体 外受 粉に 使用できる紛チ

を 係取することができた。体外受続率につい

てみると、 C57BL/6・dy/dy では平均 71.6%と

低い依であ った。しかし 、その他の系統では

85.7・ 97.8 Sと安定した高い成績で、これら

の正常系である BALB/cお よ び C57BL/6の成績

{ 償山 ・長谷 JII. 1991) と 比 較しても差はな

か った。 体 外 受 絡 の 後 、 2細 胞期まで培養し

たHfをレシピエント 雌 の 卵 管 への移績よ って 、

安定し た 備 で 波 { 子 へ と 発 生 す ることが知られ

-6 5 -
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た.さらにこれらの倒体 lま、各系統特有の異

常を 示 し 、 そ れ ぞ れ の ミ ュ 司 タント系の持っ

ている疾患の特性が正確に受け継がれている

ことが明らかとなった。著者らは、 繁殖隊 2与

を伴うミ z タント系マウスの生 産 お よ び 系

統維持 に体 外受 績の 技術 が有 効に応用 できる

ことを 線合した {江崎 ・4黄山.1985)。また、

鈴木 ら (1987)も、肥満性割高尿病のモデルであ

るC57BL/KsJ-ob/ob マウスを使用して悶様の

報 f与を行 って いる 。

:1folfらは以前、 BALB/c帽 r1/ r 1およびBALB/c

shi/shiと正待個体C57BL/6 との削で集会キ

メラを作製したが(I.likoshibael al. .1982a: 

J982b: lnoue el al. .1986:Terashi由ae l a 1. . 

1986)、そ の当 時 t主体外受績で材料となる 8

細胞 則廃を得る ことができなかったために、

人工綬精の手法{竹島 ・霊図. 1977)で IEを

採取した。

本 研 究 で 倹 討 し た 体 外 受 続 ・IE移舗の実 験

系 (;1、これまで不可能であった、明l16iにミュ

66-
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ー タント i宣伝子をホモ型に持っと保証された

~!!.発信前の IE や胎仔、新生仔を使用する~

般 を可能とした(Yokoya田a el al.. In press)。

すで に C57BL/6-dy/dy で は 、 この体外受 m

IE移舶 の実 験系 によ り作 成さ れたホモ個体を

使用して、筋ジストロフィ ー 径の発疲や病状

の進行過程などが組織学的に詳細に調べられ、

火きな成集があげられている(筆中ら.1986: 

1987: Arahala el al.. 1993)この尖 験 系は、

体外受紡に使用できる卵子と綴子が採取可能

は すべての系統に応用可能なので、今後さら

に縄々の動物実 験 や 動 物 の 生 産体制にも有効

に活用されることが期待される。

- 6 7 -



-

in311! 体外受続.s;移績に よるトランス

ヅェニックマウスの遺伝的背策転

後の短縮

はじめに

外来遺伝子を湾入して作出されるトランス

ジ ェニック(以下はTgと 略 す )マウスは、新

しいヒト荻忠モデル動物の開発に つながるも

のとして期待されている (Isola and Cordon. 

1991 )。一方、遺伝形質は、単独遺伝子の作

用によってのみ発現するものではなく、動物

個々の持っている複数の遺伝子 すなわち遺伝

的背景を落盤としているために、その遺伝的

1fi去のz!によっても積々の異なる発現形質を

生じるものと考えられる〈近藤. 1983) 。し

たがっ て 、 作 成 さ れ た Tgマウスについては、

導入遭伝 Fを選択マ ー カ ー と して種々の近交

-6 8 -
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系に氏し交配を行い、遺伝的背景を変えて調

べる必袋がある。しかし、遺伝的背殺を愛換

する には、少なくとも 8代までの戻し交配を

行う必漢があり、通常行われている交配によ

る方法では、 3年近い期間を要することにな

る。 こ の た め 、 作 成 さ れ た T g マウスの遺伝的

1f:1去を他の近交系に変換するような実験は、

ほ とんど行われていないのが実情である。本

実験では、以上のことを実現するために、導

入し た ヒ ト イ ン タ ロ イ キ ン 2(hIL-2) 遺伝

Fを選択マ ー カ として、 体外受 締 法 を用い

て短期間に 19マウスの i宣伝的背長 を 変換する

ことを叙みた。

材料および方法

I .使用動物

近交系の C57BLl6 マウスから得た受紛卵に

ヒトインタ ー ロ イ キ ン 2(hlL-2) 遺伝子を理事
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人し て 作 成 さ れ た Tgマウス (Katsukl el al.. 

1989) (凶 24)を実験に供した。 この Tgマ

ウスは、導入遺伝子の発現によって生後約 2

週飴で歩行隊答や横転などの特徴的な連動失

泊置を g し、成聖書時に逮しても交尾 行 動 を と る

ことができないために 、雌および雄とも不妊

である。しかし、卵巣と傍換の機能は正常で

あり、本受締卵子と純子をそれぞれ採取して

体外受紛を行い、Jff移械によって産仔を得る

ことができる。民し交配を行う相手 の 系 統 に

は、 近 交 系 の む3H/Heマウスを使用した。また、

体外受舗によ って得られた匪 を移継するレ シ

ピエント鎚には、 4元交 a穫の UCH<lCR)マウ

スを用いた。

2 . 戻 し 交 配 の 方 法

実験に使用した Tgマウス!ま、自然交配が不

lif:であること、ならびに m8代までの戻し交

配に療する期間の短絡を図ることから、体外

受mによる万法をとった。まず、 導入された

ー 70-
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h1L-2 遺 伝 子 を ヘ テ ロ 型 で 持 ち、遺伝的背貨

がC57BL/6のTg成黙雄と C3H/He成魚雌との聞

で体外受給を行い、If移績によってiM仔を得

た.この級会、産仔 I主導入遺伝子を待つTg個

体 とそれを符たない Non-Tg鯛体が i対 lの割

合で得られるので、すべての俗体から尾の -

msを切 断 し DNA を嫡出した後 、 サザンプロッ

ト法による解析でTg個体を決定した。その結

集、脳性と判定されたすべての Tgマ ウ ス は 生

後 2週官官頃から運動失潟を呈したので、以後

は生後約 2遇 面告に現れる運動失調を f旨僚とし

て、 Tg個 体 を 選 抜 し た 。 な お 、表現型から選

銭して実 験 に供したこれらの個体 l主、その尽

の 一 部 か ら DNAを鈎出し、サザンプロット法

によっ て T g マ ウ ス で あ る か 否 かを蒋度確認し

た.以後の体外受続による戻し交配は、 2つ

の方法によって行った。すなわち、選抜され

たTg個体が般の場合は、生後 4.5-7週齢で C3

H/He成 熟 雄 と の 悶 で 体 外 受 続 を行い、次 tせ代

のj)ij仔を w.た。また、維の場合 lま、完全に成

ー 7 1 -
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熟する 3カ月'舎を経過した段階で 、 C3H/He成

黙餓との問で同僚に体外受続を行って産仔を

得た 。 なお、反し交配は、期間の短絡を図る

ためにTg幼;ff鎚 を使用して総代する実験を後

先してlJ!DiBしたが、この方法で次世代の.iIil仔

を得ることができない時にのみ、 Tg成熟雄を

使用する方法をとった。

3. T gマ ウ ス の 体 外 受 粉

体外 受mlま、担問らの方法(1971a) に準じ

て行った。すなわち、 厳に 5.0 i. u.の PMSG 

と5.0 i. u.の hCGを48時間間隔で腹 E室内役与

して 過排卵を誘起し、 hCG 投 与 後 16 17時間

に殺処分して卵管 膨大部 より 、 来受続~~ ~ 採

取した。続子 I主、 k量の f古巣上体~部から採取

してTYH j宮地に懸濁し、受続能獲 得のために

約1.5 時間インキュベ ー 卜した後、体外受給

に供した。卵子は、 嫁絡 してから 6時間後に

第 2極体の肱出と、量主性および雄性前核の形

成 を観察 し、さらに 20時 間 培 養 を続けて 2制

n
J
M
 

句

f
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胞期へ発生させた。得られた 2細飽期 IEは、

続管切断縫との不妊交尾で偽妊娠を誘起した

レシピエント 餓 の卵管内に移稽し、 E量仔へ発

生させた。

4 .遺伝形質の検笠

l采し交配がm8代に途した個体は、主主化学

機織遺伝子(11:遺伝子箆〉および免疫遺伝学

的綴織遺伝子(5遺伝子座)を験資し、遺伝

的 lf設がC57BL/6から目的とした C3H/Heに鐙

き仔わっているか否かを潟ぺた。

成績

実験開始から 18ヵ月間で、 C57BL/6 から C3

H IH eへの民し交配を 8回行うことができた。

このう ち 3、 4、 5お よ び 7t世代自の 4回 li

Tg幼 Ai雌個体を、また、 l、 2、 6および 8

世代同の 4回は Tg成熟雄個体を用いて継代し

の‘
υ伺，.
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た。この際の体外受続の成績を表 220 に示

した。 2細胞 期 で 判 定 し た 受 縮 率には大きな

バラツキがみられ、 19.5帥 99.2X範 囲 で あ っ

た。なお、 Tg幼若 銭 を用いた 4図 の実験の受

続司自 l主、 49.2帽 80.2" の儀であった。

体外受紛によって得られた 2細胞期 IEの移

循成績を表 2内 21 に 示 し た 。 怪 を移継された

レシ ピ エ ト 雌 の妊娠成立患は、実 験鮮 に よ っ

て 50 100"の 倣 であった。移植怪の産仔への

鴻生摘には大きな差がみられ、 7.4・77.U の

範閣であ った。 得られた産仔の厳乳率は、第

6代で57.1 X と低い値であったが、その他の

実 験野 では 86.5- 100"の高い僚であった。さ

らに、ゆられた度仔への導入 遺 伝子の伝逮は、

各 I廿代ではバラツキがみられたが、全体では

Tg77個体に対して Non-Tg 75個体とメンデル

の t在日1)に沿うものであった。

b(し失配が雪J8 t世代に途した Tg個体および

Non-Tg個 体 の、主主化学的および 免 疫 学 的 遺 伝

形質の検任成 績を 表 2-22 に 示した。倹笠し



-
た 16遺伝子径のうち 、 14遺 伝 子箆 (Pep-3，

Allo 1， Ca γー2，l4up-J， Gpd-J， Pg.-J， Hbb， 

Es・J， Uod J， Es 3， Igh-C， H-2K， H-2Dおよ

びLyt-I)IまC3H/Heタイプであったが、 Lyt-2

および Hbaではヘテロ愛が観察された。ヘテ

ロ匁を示した 2遺伝子獲のうち Ly-2i宣伝子

賂{貫J6染色体) I立、 Tg個体 と Non-Tg個 体 の

向;;でホモ塑 (a/a) およびヘテロ型 (a/ b) が

み られた。また、 Ilba 遺伝 子座(第 1 1染色

体) については、 Tg個 体 8個 体 のう ち 7側体

でヘテロ真理 (a/c) であったが 、 Non-Tg個体は

すべて C3H/Heタイプのホモ型 (c/c) であった。

考察

マウ ス li、 4過齢 以前の幼若 厳に 性腺耳目IJi般

ホルモンを処理することによって容易に過緋

卵を縁起 でき (Zarrowand Wi1son. 1961; 

Wi1son and Zarrow. 1962)、さらにこの卵 子

7 5 
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を体外受ねした後に移徹して高率にi1E仔を得

ることができる(伊図ら. 1991 : SugIya圃a

el a1.. 1992) 。 し た が っ て 、 4週.の幼着

"を使用して体外受絡を行い、次世代の産仔

を得る 実験 を繰 り返 せば 、計 算上では 14ヵ月

で 8問 の 戻 し 交 配 が 可 能 と な る 。本実験では、

白根とした C57BL/6 から C3H/Heへの 8回の民

し 交配を、実験開始から 18ヵ月間で実施する

ことができた。通常の交配による方法では、

順調に巡んでも i年 間 で 3-4回 の戻し交配に

伺まることから、 m8代目までの 戻 し 交 配 に

漉する期間を 6ヵ月以上短絡できたことにな

る。しかし、今回の 8回の戻し交 配 の 実 験 の

うち、 Tg幼若 緑 を使用して t世代が継げたのは

4聞の みに とど まっ た。 原因 としては、一回

の~・ 験に使期できる Tg幼若餓の数が少なくな

ってしまったために、次世代の~仔を得るこ

とがで き な く な っ た こ と に あ る。この点 l主、

実 験 波 艇 をさらに大きくして、一回に使用す

る動物数を地やすことで解決できると考えら

-7 6 -
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れる。

今回の~殺では、体外受綴ならびに.IE移舗

の成績は、使用した餓マウスの例数が少なか

った こ と も あ っ て 各実 験 欝 の バ ラツキが大き

く、 1U1・らが成然個体を用いて行った成績

{機山・長谷 JII. 1989) と比較すると低いも

の であった。この点についても、実 験規模 を

さらに太きくするなど、今後さらに検討が必

要と与える。

遺伝 的 検 主Eの鉱泉で (i、 Lyt-2遺伝子 ffiで

Tg倒体と Non Tg伺体の両方でヘテロ型が観察

されたが、この i宣伝子Ot(ま他のものに比べて

何らかの理由で置き星空わりにくかったためで、

さらに以し交配を続けることによって変換で

きると.;えられる。また、 Hba遺伝子座(1.Tg 

個体のみにヘテロ型が 観察 されたことから、

導入した hI L 2遺伝子が C57BL/6 の Hba遺伝

子俸 の 近 い 場 所 に 組 み 込 ま れ 、 選択マ カ

と した導入遺伝子と連動していることが縫察

される。これを 篠 宮まするためには 、 Hba遺伝

- 7 7 -
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Fの近くに l!J.滋 となるような遺伝チを持つ系

統との問で交配実般を行うのも一つの方法と

勾えられる。これについては、 今後の検討探

題である。

一 方 、 ミュ ー タント系やヒト疾患モデル系

を系統行成して行くにあたっては、その 遺伝

的背肢のill:婆性が f旨鏑されている(近縁.

1983) 。すなわち、ミュータント系などでは、

その j形質発現にミュ ー タン卜 遺 伝子以外の遺

伝子 併が!f(艇な働きをしており 、遺 伝的 1Y肢

のz!によって 段々の変災ーを生じる 。このこと

から、ミュ タント系であっても近交化して

お いたり、そのミュータント遺伝子を後々の

近交系に導入して系統を育成することが重要

と考 えられている(近 藤 . 1983) 。

さらに近年 、飛躍的に進 歩 した発生工学の

手法 に よ っ て 、 トランスフェニッ ク マ ウ ス や

ノックアウトマウスはど 、 新 し いヒト疾患モ

デル 動物が次々 と作 成されている (Isola and 

Gordon. 1991; Tybulewicz. el al.. 1992) 

78-
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これらの析しく作成された系統の遺伝的背録

を、短期間で他の近交系に変換することは、

今後さらに盈要となってくるであろう。本実

験で検討した幼若..を用いた体 外受街の実験

系{立、これらの研究にも大きく 貢 献 で き る と

与え られる。

-7 9 -
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買J4郷 小指

~ • ./rらが作出した 10種類のトラ ンスヅェ ニ

ック マ ウ ス お よ び 疾 患 モ デ ル 動 物として使用

されている 10系統のミュ ー タ ン トマウスを用

いて、体外受紛とlIE移績によりjfE仔の作出を

検討した。

10樋鎖のトランスジェニックマウスのうち、

プロモ ー タ ー としてマウス ・メタロチオネイ

ン l遺 伝 子 を 連 結 し た 遺 伝 子 を 導入した 2錨

鎖 OIThll2お よ びrREN) の緩で、緒子形成に

影 響 がみられた。また、 hIl-2遺伝子を導入

した個体は、特徴的な運動~~聞を呈したが、

体外受併で IEを作製し、移植により仔を得る

ことができた。その他のトランスヅェニ ッ ク

マ ウスでは、安定した値で体外受続由来の仔

の作出が可能なことが知られた。

孟ュ タ ン ト マ ウ ス で も 、 自然交配が不能

80-
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あ るいは繁殖能力の低い系統においても、計

画 的に死仔の作出が可能であった。その結果、

い ままで不可能であった疾患発錠前の個体を

使 mするま持たな実験も可舵となった。

さらに、未成黙 健 から縁取した卵子を体外

受紛し、レシピエント 厳に移植 して仔を得る

:た 験を絞り返す ことによって 、 トランスヅェ

ニックマウスの遺伝的背設を 、従来の 交配に

よる JJi;去 よ り も 短 期 間 で 変 換 で きることが明

ら かとなった。

- 8 1 -
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1:;(1 2 1 ヒトインターロイキン2(hIL 2) 

ill Ít~ r導入マウス

~fr~lll: ベ'検転を stlする

I 0 ~ 
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1文12 2 筋ジストロフィーモデルマウス

C57sL/6-dy/dy 

105 
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I'XI 2 3 肥満広モデルマウス

C57BL/6-ob/ob 
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1';(12 .¥ iH'h失調抗モデルマウス
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第 3il 

凍結保仔した弘子および

怪からの産仔の{乍出

- 1 0 8 -



可--

第 1ll!i 凍結保存続子の体外受精による

1f仔の作出

はじめに

マウス妊の凍結保存筏衡は、各種の系統そ

安全に、また行カ化したかたちで保 存 す る た

めに有効に使われはじめている。し か し 、 初

期!応はすでに定まった遺伝子組成を有してい

るため、融解後に草野たな遺伝的組み合わぜで

個体を作出することができない。そこで未受

精卵と純子の凍結保存が可能であれば、この

問題も解決すると考えられてきた。マウス永

受続卵の凍結保存については、'IIhtllngha圃

(1977)， Nakagala (1989) • Kohno el al.， 

(1989)の報告があり、凍結卵を体外受絡した

後、移他して正常な E霊仔が得られている。

また、マウス椛チの凍結保存 lま、竹島ら.

- 1 0 9 -
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(1982)によってその可能性が示さ れ、 19914'.

に著 名 ら を 含 め て 3グ ル ー プ が 初めて ill仔の

作出そ報告した{奥山ら. 1990: Tada el al. 

. 1990: 篠山ら. 1990) 。本実験では、系統

f). (7に応用できるマウス綿子の凍結保存筏衡

の<<f立を自的に、凍結保存液の検討を行い、

さらに 筋ヅストロフィー症モデルの C57BL/l0

田dx/mdxを用いて検討を行った。

材料および方法

〈実 験 I) 

1 .凍結保存液

Du 1 becco' s PBS液 (Gibco) に凍害保護剰と

して 10%お よ び 15%の震度でラフイノ スを

溶解し、これに 3. 5. 10お よ び 15% グリセリ

ン、 5. 10 および 15~ './メチルスルホオキシ

ド (DMSO) あるいは 5 およ び 10耳スキムミル

クを加えて係仔液とした。

一 11 0 -
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2 .初予の採取

B6CFI (C57Bl/6 X BAlB/c • FI) 成 黙 緩 マ ウ

ス(12 -20週鈴〉から編出した締 巣 上 体 尾 宮 容

を 、ホールグラスの保存調査 O.4田1中 で ノ エ ス

野刀を用いて細切して翁子を採取した。この

紛了液の 0.2mlをクライオチコープ(1.8ml)

に分注し、凍結保存に供した。

3 .凍 結 ・融解および精子懸濁液の作成

冷却はドライアイス ・アルコール法をHlい

た。笠温から 4・crdlを 1'C /分 、 4 - 80 ・c

mそ 10'C/分の速度で冷却し 、 -80 .Cでクラ

イオチ 2 プを液体釜索中に浸潰して卜120

8間保存した。磁解(;1クライオチヨープを液

体~ ぶから取り出し、室温下に静位すること

に よって行った。 70-0 ・crmの温度上昇速

度 lま10・C/ 分であった。室温に温度が逮した

後、同温の 0.2四l新鮮 PBS 液を加え、 x100 

0:5分の遠心の後、上部智を捻て、 再 度O.2ml

の PBS 液を加えて遠心処理をし、/Jl1i害保 .lf1i~ 

- I I I -
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を 除去した。これにo.4田lの TYH液を加え、

この O.1111をプラスチックシャ ー レ内のパラ

フ ィンオイルで破われた 0.3田1TYH 滋に再浮

遊し、 1百子懸濁液とした。このプラスチック

シャ ー レを実体顕微鏡下の 37 ・C保 温 盤 上 に

移し、~ ~ t喜子の方法に型軽じて綜 子 の 生 t子t艇

と運動力を 観察 し、生存指数を求 め た 。 さ ら

に鋭 徴ガ ス格養装置内でインキュベートし、

i時 IUJお よ び 2時間後の状態を検査した。良

好な生子f伎が硲認された緒子に つ い て は 、 イ

ンキ ュ ベ ト後 l時間のサンプルを用いて体

外受続を行い、その受締能を検討した。

4 .体外受 M

体外受続 I~ js 2章・ l節に述べた方法に型軽

じて行った。すなわち、卵子 li、 B6Cf1 雌 に

PMSGと HCG処理で排卵誘起し、 hCG 注射後

15・17 時 1mに卵管膨大部から採取 し た 。 媒 名1

1まパラフィンオイル下の卵子を 含む O.4 m 1 

TYlI減に、融解後 l時間インキュベートした

- 1 1 2 ・・
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r.t子I 懸濁液の 10-20μl を添加して行った。

卵子 IHlf~ 後 6 時間に倒立顕微鏡下で、貫1 2 

4正体 の~出と 録 性および雄性前絞の形成を f普

綴として受精成立の有無を後査した。その後

さらに 18時間培養し、 2締 118Mへの発生を凋

べた。

5. OEの 移 械

.Ill~によって正常な 2 細胞期に発生した院

は、r.t fr 紡 ~t量との不妊交尾で偽妊娠を必起

した Da y 1 (腿桧 Di認 当日)の MCH(ICR)レシ

ピエント 餓 の卵管内に移植した。移 4古OE数は

片側当たり 57偶とした。

(実 験 n) 

x験自 では、実 験 Iの方法に改 良 を 加 え て

成績の向上イヒを図った。

1 .凍結保存液

1!J!'.Y保護剰として 2t車類のシ ュ ー クロ ス

(分 I己益:342.3)と 3機類のメ レジト ス

- 1 1 3 -



(504.4)、ラフィノ ー ス (504.4) を用いた。

使期にあたり、シュークロ ー スは 10~ 、メレ

ヅトースとラフィノース lま 18~ i!.'tJJtに超純水

に溶解し 、これにスキム ミルクを H 濃度に混

合した。さらに遠心処理 (IO.OOOg; 15分 )し

た後に上清を漉過して保存液とした 。

2 .精子の採取と凍結保存

B6C3fl、 C57BL/IOお よ びC57BL/IO-mdx/mdx

の成熟維を殺処分して、精巣上体尾書官から緒

子を採取し た。 この 精子 を 50Jll保存液に懸濁

し、クライオチュ ー ブに入れて凍結し た 。 冷

却はチュ ー ブ を 液 体 築 紫 保 管 器 の ガス中に 10

分間保持して行い、その後一定期間、液体~

索中に保存した。この条件での冷却迷皮 li、

30-40 'c /分と縫 測された 。

3 .融解と体外受総

チュ ーブ を液体釜索中から取り出して、~

混に静鍛して融解した。融解した綴子 懸 濁 液

- 1 1 4 -
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の 10}l1を、プラスチックシヤ 『 レ内のパラフ

ィンオイルで滋った O.4 田lの TYH培地に勝か

に加え、初予の生存性を経略的に 観察した.

体外受術 (a、 l時間インキュベ 『 トした伶

子波に、 4再起 11~ 卵処理で得た卵子を導入して

行った。 E華街 後 約 6時 間 に 受 綴 を観察 し、さ

らに 18 20 時間培養を行い、 2細胞期 BEへの

発生を再開べた。

4 .経の移櫛

JAの 移 柚 lま前述と同様に行った。

.Iit緩

〈実 験 I) 

凍結マウス締子の生存率に及{ますフィノ

ス、グリセリン 、Dt.lSOお よ び スキムミルクの

効果について調べた結果を表 3-1に示した。

ラフィノ ス ~ fJfは 10 および 15~ とし、これ

ー 1 1 5 -
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に干種々の a度にグリセリン、 DMSOあ る い は ス

キムミルクを加えたが 、 ラフィノース浪度は

10~ の方が良好な結果が得られた 。すなわち、

グリセリン添加務では、 10 ~ ラフィノ ス ・

5 ~ グリセリンの組み合わせで、雨量解 直後 50

という最も高い緒子生存指 数 が得られた。ま

た、 DMSO添加群では、 10X ラフィノ ー ス ・5

およ び JOXDMSO の 組 み 合 わ せ で 、 40の 生存指

数が ωられた 。しかし、スキ ムミルク添加的

は、 他 Irfより J干しく低く、最も高い組み合わ

-t!でも 15という値であった。属生解直後の生仔

f有数(;t、 その 後 の培 養に よ って時間経過とと

もに低下した。

凍結マウス初子による体外受翁威績を .&3

2 に示した。 ]l 3 Iの成績に従ってグリセリ

ン添加訴で(;t5Xグ リセリン ・101 ラフィノ

ス 、 DMSO添加 訴 では 101 DUSO • 101 ラフィノ

ス の 組 み 合 わ せ の 凍 結 締 子を体 外 受 絡に供

した。実 験 に よ り 受 続 本 に バ ラツキがみられ

たが、それぞれの検主主卵総数でみると、受ft1

- I I 6 -
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l績はグリセリン添加携で37.0% (37/100)、 Dt.I

SO添加 etでは 19.4% (36 186)という歯車であっ

た.受続卵と判定されたこれらのものは、培

養によってすべて正鴛な 2細胞期s!へと発生

した。

体外受傍白釆の 2細胞Jl!JI壬の移績成績号告示

3 3 に示した。グリセリン添加務では 2pr;の

レシピ エントがともに妊娠し、移循 JIEの 75.

0%に あ た る 21(!!; (宇 13:♂ 8)の ili仔 が 得 ら れ

た。また、 Dt.lSO添加群では 3匹のレシピエン

トのうち l匹 が 妊 娠 し 、 移 植 怪 の 16.H 5匹

{平 2:♂ 3) の度仔が得られた。は お、 1早

られた m仔 に 異 常 は ま ま め ら れ ず会例(26匹〉

とも 般 事Lさ れ た 後 、 成 体 に E寄った。また、そ

の後の交配実 験 においても、正常な繁殖能力

のあることが確沼された。

以上の結果から、基準緩とした Du1 becco' s 

PBS 液 に 凍 結 保 護 剤 と し て ラ フィノースとグ

リセリンあるいは Dt.lSOを組み合わせて用いる

ことにより、マウス 精 子の凍結保存が可能で

一 1 1 7 -
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あることが明らかとなった。

〈尖敏 n) 

3 fI頬の保仔厳による 86C3Flマウス結子の

磁 解後の生存性のま書巣を表3-4 に 示した 。 生

(7-性は、融解 10分で5070'"ともっとも高〈、

時間も経過とともに低下した。

3系 統 の 凍 結 締 チ に よ る 体 外 受紛成績を議

3 5 に示した。卵子は各群とも 86C3Flマウス

から 1ftた も の を 使 用 し た 。 受 f育E容は C57BlIIO

mdx/mdxで 57.1耳、 C57Bl/lOで 52.H ならび

に86C3Flで 62.Hであ っ た 。 こ れらの鉱は、

対照鮮とした禾凍結処理総子よりも 30・40"低

かっ た。凍結綴子から得られた受 鱗卵の 2細

胞期.IEへの発生率は 86.7・96.0'"で、対照I!fと

.6! 11みられなかった。

減給精子によって j~ られた 2 細胞期療の移

M成績 を表 3-6に示した。.Ili!を移継したレシ

ピエントの中、 C578l/l0-mdx/mdx群と 86C3Fl

llJで各 i匹が妊娠不成立であった。移 紬!Eあ

たりでみたil1f仔への発生率は、 46.9・65.2耳で

ー 1 1 8 -
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あ っ た 。

考察

マウス紛子の凍結保存を成功に導いた護国

の ー っとして、ラフィノ ー ス を 凍結保護剤と

して使用したこと(永瀬. J 970) が あ げ ら れ

る。ラフィノ ー スは 3繍類で、ウ シ精 子錠剤

化凍結 1去に mい ら れ 、 良 好 な 保 護効果のある

ことが緩められている(永 瀬. J 970) 。この

掛合には 18Ul度で実験に使用されている 。

本尖験の予備実験として行った凍結マウス紛

子におよ Iますラフィノ ー ス猿 度 (3 " 震 度 グ

リセ リン添加)では、 10" 湿 度が生存指数40

と 最も高く 、 同 織 に 15" が 35. 20" が J0とい

う値 で あ っ た 。 さらに、本実 験 で得られた織

再卒 後の 続 Fの生存率 lま、 体 外 受精によって受

精 さぜるに充分であることが 、 示された。減

給fi，.(~ 則IIlJ に ついては 、 生存惑に大きな Æ の

- 1 1 9 -



ないことも明らかとなった(未発表)。

実験 Hでは、とくに保存液の級成と 凍 結 ・

融解法に改良を加えた。要点は、保存液によ

る総子の希釈泌を多くせずに凍結し、融解後

{主再雇答保護剤を除かずに緒子浮遊液の少 1置を

l直接受干帯用培黄色に添加することである。これ

によ って、粉子の生得性と運動伎の低下を、

大幅に防ぐことができた。

以上のとおり、米受総卵の凍結と併せて ffl

いることにより、今後(;.配偶子を凍結保移し、

実験計酋に従って峨解した後、任意の組み合

わぜによる体外受続そ行えることが明らかと

なった。今後は初期!Eの凍結保存とともに、

配偶子凍結保存が可飽になり、系統 保 存 だ け

で なく、積々の遺伝的組み合わせのマウスを、

配偶子を融解した後、体外受紡を行って得る

ことが出来るようになり、1t:ili:な野生マウス

の遺伝資源の保存という観点からも 重 要 な 手

段となるものと~えられる。

ー120-



第 2節 トランスジェニックマウスおよび

ミユ タントマウスの怪の泌総~

7l-

はじめに

マ ウス径の凍結保作技術は、ミュ ー タ ン ト

系を含む 一 部の系統保(1.に実用化されている

だ け ではなく、つぎつぎに作られてくるトラ

ンスヅェ ニ ッ ク マ ウ ス IEの保存に有効に使わ

れはじめている。 7 ウス初期 IEの凍結保(+の

有 効 性は、以下の点にあると考えられる。

第一に 、 個体による系統保存 lま遺 伝的変災を

生じ哀の対象となる遺伝子保存にな ら は い の

に対し、 凍 結 保 仔 li遺伝的変異を生じ な い 。

第二に、動物銅i'fに要するスペース、 質問 、

入手写が節約され合理的であり、計 画 的 に 偶

体に戻す こと がで きる 。第 三 に、液体遺ぷ

同 12 1 -
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(LN. : - 19S "C)に保存されている限り、病 r~

tiì~ による汚染から守られる。第四に、始送

が間使である。本実験では、第 2J;[で体外受

給とIi:移舗によって、繁殖陣容を伴うトラン

スジェニックマウスとミュ ー タントマウスを

ftむ、各積系統の総代維持と動物の計 i肖的な

!.Iム iffがロI飽となったことを踏まえ、 トランス

ヅェニックマウスおよびミュ ー タントマウス

の KEの 泌 総 保 存 と 被 解 JIEの移績による産仔の

fF出を検討した。

材料および方法

1 .俊朗動物

実 験 に用いたトランスフェニックマウス 11.、

第 2事 ・第 l節で使用したものと同 ー の も の

である。また、ミュ ー タントマウスは、 m2 

/l . 買~ 2 JIljで使用したものに、さらに筋ジス

トロフィ 縦モデルの C57BL/10-mdx/mdx、運

ー 12 2 -



、...-

動失 調 銭 モ デ ル の C57BL/6・shi/shl 、免疫不

全盛モデルの CBA-nu/nu および君事尿病モデル

の NODの 4系統を加えた。これらの系統は、

~中研において生産されたものである。また、

u ;移績を行うレシピエント雌も、前述の 4冗

交銀系 MCH(ICR)を使用した。

2 .飼了f条件

動物の銅 TIは、賞12 i;i・1おl節 お よ び 第 2

節 と同織の条件で行った。

3 . 体外 受 f:i

体外受紡は、第 2'.r;t・第 l節に述べた条件

で行った。

4 . !Eの凍結と 融解

体外受紛によって作獲された 2細胞耳目 u; は、

Whil¥lngham e¥ al.. (1972)の方法に修正を

加え た .l:i..fjら CVokoyama el al.. 1981)の手

訟により行った。すなわち、 20・60鋼の 2細

ー I2 3-
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胞期~を O. 1四IPBI lif幼 (Whitlingham.1974)

の入ったクライオチュ ー プ(1.8ml) に移し、

DMSOを最終浪肢が lモルになるよ う に 室 温 下

で添加した。このチュ ー ブを 4・C下で 10分 IUJ

平衡した後に 0・Cのアルコ ー ルパス中に移し、

ドライアイスにより 7・Cまで 0.5 ・"CI分の速

度で冷却した。 7・Cで檎氷処理を行い、 5 分

間放鐙後、 70・Cまで O.5・C/ 分の速瓜で冷

却 した。さらにこのチューブは 、 液体後;A{~ I 

(ー 196 .C) ，こ泌がtして、一定期間保仔した。

量産解は、チュ ー ブを綾体護索中から取り出し、

室温下に待/llすることによって行った。この

場 合の温度上昇進度 li、 10.C/分であった。

完全 に 峨 解後に、チュ ブに新鮮 PBiJifJ也を

加えて DMSOを希釈し、内容液をプラスチック

シャーレに移して怪を回収した。回収怪 lま、

形態的な観察を行い、正常と判定したものを

移植に供した。

5. ~の移倣

- I 2 4 -



If移舗は、 in2添.m 1鮪 に 述べた方法で

行 った.

6 .導入遺伝子の検定

トランスヅェニックマウスの導入遺伝子の

検定 li、宮J2 1置・ inl節に述べた方法で行っ

司'・
~。

成絞

1 • トランスヅェニックマウス径の

泌総保存

トランスヅェニックマウス 2細胞耳目妊の凍

結 ・倣島平成絡を表 3-7-3-14に示 し た 。

これらの成績は、面直解を行った実験ごとに~!

針した。娘解された BEI主、 90"以上が回収さ

れ、凍結怪に対して 70"以上のものが形態的

に正常紅、として得られた。

iFn・E壬の移循成績を表 3・ 15-3-22に示した。

- 1 2 5 -
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各~験喜平により、バラツキがみられるものの、

移キ直径の約 30 ・ 90~ が庁仔へと発生した。泌総

Ifか ら 得 ら れ た 仔 へ の 導 入 遺 伝 子の伝述そ訓

べた成績を、み 323 -3 30に示した。これ

も各 実 験 禁 に よ り バ ラ ツ キ が み られるが、 li

It 1対 lの他で、メンデルの法lIllに合うもの

であった。

2 ミュ タントマウス膝の凍 結 保 ( (

ミュ ー タントマウスの 2細胞JtIIJR:の/JJ!f.';

肩車解成績をム 3 31 に示した。これらは、 N

数回の実験局長績をまとめて示した 。 蝕解 され

たIfl主、 90~ 以上が回収され、凍結妊に対し

て 75~ 以上が形態的に正常と判定された 。 各

系統聞に l立、 iQはみられなかった。

正常径の移倣成縦を表 3・32 に示した 。 移

繕Ifに対して、 35 55~ が.ilE仔へと発生した 。

灘乳率 I主、免疫不全径の C57BL/6・nu/nu.

CBA-nu/nu お よ びBALB/c-nu/nuで38 59~ と低

い舗であった 。

- 1 26-
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考察

トランスヅェニックマウスおよ びミュ ー タ

ントマウスのいずれの系統とも、 IEの凍結・

融解後の生存伎は高〈、移績 IEI主事長現性のあ

る 備で iii仔に発止さすることが明らかとな った。

また、第 2f，tで検討された遺伝的背放が Mー

のもの、ならびにみ3・33に示した正常系統の

成績と 比 較 し て み て も 、 遜 色 の ない面白であっ

た。

なお、ミュ ー タントマウスのなかの、免疫

不全症 モ デ ル で あ る ヌ ー ドマウスで厳乳本が

低かったが、これらの系統 lま、 本米低い傾向

にあることから、~Jl結保仔の影響によるもの

ではな い と 巧 え ら れ る 。

トランスフェニックマウス脹の凍結 ft(1期

間 I立、 2・ 13258に及んだが 、 生存性および庇

仔への発生に及 lます影響 lま認められなか った。

- 1 2 7 -



Lyon et al.. (1981)は、径の長期間保({を

行う際の生 t子1'1に 関 与 す る も の の ー っとして、

放射線の影響を」甘えたが、白書柱状態での線:llt

では、半永久的に安 :す.であること を 級 公 し て

いる。

著者 ら (Iloh et al.. 1992) は、ヅャクソ

ン研究所から導入したI.lRL/UpJ-1 prハpr マウ

スの系 統 背 成 を 行 っ て い る 途 中 で、そのコロ

ニーのすべての動物が免疫グロプリンの IG g I 

を 欠損していることに気がついた。この系統

については、各 t仕代で(fの凍結保存を行って

いたので、凍結Ifを融解して倒体を作出した

ところ、異常はほめられず、系統育成の何処

かで変異の生じたことが判明した。 fii lll!事~に

よって系統を 立てほすことがで きた 一 つの例

である。
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第 3節小 f百

遺 伝資源の保仔を目的として、マウス併すι

および 体 外 受 紛 由 来 の 2細 胞 期 IEの泌総fl-((. 

を検 討 し 、 後 衡 の 擁 立 と 実 用 化 を図った。

マウス精+を、泌i'g，保護剤としてラフィノ

ースとグリセリン、 DMSOまたはスキムミルク

を含む保存液に懸濁することによ っ て 、 泌 !;紙

保 存が可能とはった。この凍結保 11(" {を聞

いて体外受 mを行い、 IEを移継し て疋常 Kff

を 得ることができた。また、凍結・緩解訟に

改良を加え 、 初予の生存性と運動性を l旬J さ

せることができた。

トランスジェニックマウスおよびミュ タ

ントマウスとも、凍結 ・滋解した 2納1Ia1UJ1f

の 70-100~ が形態的に正常な生存として得ら

れ、 移 櫨 に よ っ て 30 90Xのものが産仔に先生

した。トランスヅェニ γ クマウスでは、臨の

- 1 2 9 



保存期間は 2 1325自に 2えんだが、期間の延&

が!Eの生存伎や各伺体の遺伝形質の変化士事に

及{ます影響(;t~められなかった。また、導入

した遺伝子は、メンデルの法則に沿う値で H

に伝達されていた。ミュ タントマウスでも、

各系統の遺伝的特性が変化することなく係鈴

されていることが示された。これによって、

貴重な遺伝資甑を、安全かっ経済的に 保 存 で

きること均〈明らかとなった。
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~ 

総合論議

ヒ ト を 含 め た 各 縄 の 動 物 の 疾 患を解明し、

その治療法と予防法を開発する研究 を 行 う 上

で、 モデル動物が重要な役割を mっている。

このよ う な 疾 忠 モ デ ル 動 物 に は 、実験的発悠

モデ ル と n然発症モデルとがある。災験的発

Iifモデルは正常な側体に処位を鈍して研究目

的に合うように改変したものであり、また、

自然発症モデルは個々の動物が持つ遺伝的な

要因で央常を起こすものである。 1960年代に

米関において、ヒトにみられる各締の疾忽が

他の動物積でもみられることが示さ れ て か ら

(Cornellus and Arias. 1963: Orkin. 1967: 

Leader and Leader. 1971)， 実 験動物や野生

動物の中から研究目的にあったモデル動物を

探す動きが活発になされてきた( Nalional 

Academy of Sciences. 1968. 1969. 1970. 
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1971 )。この方式で 、 こ れ ま で に多数 の疾!.!!.

モデ ル動物が開発されており(I11 {芙・松下.

1979. 1982: 1l自ら. 1983:京極. 1984) 、

現在においても積極的な活動が続いている。

し かし殺近は、より積極的なモデル動物の

作出が行われるようになってきた。 と く に マ

ウスでは、 トランスヅェニックやキ メ ラ の 後

術 により、ヒト疾患に関与するヒトの遺伝子

を持つ mw.モデル動物の作出が可能となって

L、る( Jaenisch， 1988; Tybulewicz et al.， 

1992: f'ukamizu el al.. 1993)。 このような

外から導入されたとト遺伝子によって発症す

るモデル動物の疾患(!、よりヒト疾!.l!.に近い

と:1Jえられる。

新しい疾患.モデル動物の開発につなか'るト

ランスジェニ zノクやキメラを作出する発生ヱ

ゲ の実験を行うには、まず材料となる受給卵

や初 ~l J怪 が 必 要 で あ る 、 し か し ながら、発生

段階の織 った受 鰐卵や径を、実験に必婆とす

る 十分な数だけ得るのは 、 図 鯵 なことである 。
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マウスでは、性~刺淑ホルモン〈主に P I.I SG と

hCG) の処理により容易に排卵を議起できる

ことから、一般的な方法として広 く 利 用 さ れ

ている (Gales.1971: Blggers et al..1971) 

。しかし、系統や白 書事、役与するホルモ ンf.I:

など で 浸 が あ る こ と や 、 そ の 後 の交配成績に

も人きな系統.t:iのあることも知られている

(Uobraa len. 1981:機山 ・長谷川 . 1989: 

4前l幻. []ぽ. 1990:炉問ら. 1991 鈴木 ら.

1991) 0 tJf卵が誘起できても交尾しないもの

につ い て は 、 体 外 受 絡 の 方 法 に よって、効端

的に受ね卵を作製することができる(繊山ら，

1988 :償山 ・長谷川1. 1991)。しかし、体外

受ね 成 織 に も 系 統 釜 の あ る こ と が報告されて

いることから(1 wa田atu and Chang. 1971: 

Kasal et 31.. 1978) 、 実 験 を 開始するにあ

たっては、個々の系統に適合する 条 件 を 1凋べ

ておくことが喰要と身えられる。 し か し な が

ら、 ー書官の系統を除いては 、体 外 受 精 法 で 発

中段 l椛の i前 った受精卵やJH;を、同時に多告主 権
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舗でき る こ と か ら 、 高 い 実 用 的 な価値を持っ

ている(種田. 1988;篠山ら.1988)。

また、'"研究で示されたように、繁殖陣容

を伴う系統でも、正常な卵子と待子 を 採 取 す

るこ と が で き れ ば 、 体 外 受 絡 し て受給卵を作

製し、これをレシピエン卜艇に移循 し て 産 仔

を 得ることが可飽である (Yokoyama ei a 1.. 

in press) 。ミ ュ タント系で常染色体劣性

遺伝のホモ砲で発症して不妊となる系統では、

主ユ タン卜遺伝子をヘテロ型で 持 つ 側 体 1m

で交配してi1li仔を得るのが従来の方法である。

この場合、ヘテロ型の個体は、あ らかじめ後

代後 定 に よ っ て 選 抜 す る 必 要 が あることから、

それに貨やされる労カや経費、時間 lま大きな

負拘である。また、ヘテロ翠の個体問の交配

で得られるilIl仔は、ホモヨ2・ヘテロ愛 ・正常

の各例外が混じっているので、発 症 前 の 判 定

(;l関fIIな相自合が多い。ホモ愛の{国体のま量と縦

の 110で体外受精できれば、以上の問題点が解

決され、~.\I.l.発錠 1清のホモ型個体を使用する

ー 167-

」ム- -且・・・
. 一一一



........ 

研究 35に大きな貢献が期待できる。

さらに、本研究では、幼若緩個体を問いた

体外受紡と IE移拾で、トランスヅェニックマ

ウスの遺伝的背景を短期間で変換可能なこと

を明らかにした (Yokoya田a et aJ.. 1n press)。

ミュ タント系やトランスヅェニ ッ ク 系 で は 、

その 遺伝的背放の電要性が指摘されており

(近 必 . 1983) 、短期間で目的とする系統の

遺伝的背紋に変換することに 、 この手法の1:'i

効利用が期 待される。

一方、これまでに開発された多くの疾患モ

デル系や、つぎつぎと新たに作出さ れ る モ デ

ル系統 の 遺 伝 子 保 存 の た め に は 、 E壬や配偶子

で の凍結保存が不可欠である。マ ウ ス で は 、

各績の系統で IEの凍結保存が後討されており

( Glenister and Lyon.. 1981: Uobraalen. 

1981: Yokoya田3 el 31.. 1981: Yoshiki et 

31.. 1987:機山。 1985: 績山 ・中潟. 1991) 

これまで悶 簸 で あ っ た 続 子 の 凍 結保存も実用

的な刀法として6TL立されつつある(奥山ら.
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1990 :繊1.11ら. 1990 Tada et al. .1990: 償

山・中淘. 1991)。

本研究で検討を行った生殖工学を基盤とし

た銚卵抜起、体外受緒、!fおよび綴子の泌総

保伊銭衡を利用することにより、実 験 動 物 の

先生をコントロ ー ルでき、材料としての脹や

動物 個 体 を 必 袋 と す る 数 だ l;t、計画的に作出

でき る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ うな実験シス

テムは、今後の疾患モデル !動物の開発と改良

の研究に、大きく貢 献する ことが期待される。
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総指

疾患モデル動物は、ヒ卜を含めた各稼動物

の疾怠 を 解 明 し 、 治 療 法 や 予 防 法を開発する

研究の ために重姿な役割を果たして い る 。 こ

れらの疾患モデル動物の側発は、 主に 偶然の

機会に発見された突然変異個体から 育 成 す る

方法で行われてきたが、近年はこれに加えて、

JIEに対する稜々の操作を泌す発生工学の手法

によって、研究の目的に合ったモデ ル 動 物 を

作出 することが可能となってきた。とくにマ

ウスでは、 トランスジェニックや キ メ ラ の 筏

衡を用いて、ヒト疾~~.と発生機J'ÿ;が悶 ー な遺

伝 子サイドに立つ、新たな疾患モデル動物が

つぎつぎと作出されている。これ ら の 研 究 を

行 ううえでは、材料となる院を効率的に採取

したり、機々の操作会施した JIEから効率的に

個体を得る条件の他に、作出された 繁 殖 能 力
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の弱い倒体を系統イヒして疾患モデル動物を tr

hましたり、系統保存を行うための基礎的な諸

条件を明らかにしておく必裳がある。本研究

!立、 m卵 t元信、体外受給、経移舗、干高子およ

び経の凍結fX(!-等の生殖工学的技術により、

各持のf}UJ.¥モデルマウスの作出と系統化、な

らびに系統保rr-に関する諸条件を明らかにす

ることを目的に行われた。

買J 1 攻では、 Z再起排卵と~の採取に|測する

11;礎 的条件を倹討した。その結果、性 腺刺滋

ホルモン (PUSGhCG)の処還による反応性には

系統により aがみられた。自然緋卵数に対す

るoiHiHJt卵殺の婚加率 lま1.7-4.8 倍で、尖

験 に自主した 12 系統とも効率的に過銚~J!を高島起

できることが示された。しかし、 PUSG-hCG処

理した 24系 統 の 雌 の交尾成立準は 16-84% の

範閲で系統によって差が大きく、その中の 12

系統 li 50X以下の仮であった。また、交尾し

た 雌 から縁取された正常怪 (8- 16細胞期 ) 数

にも系統:6!があり、 11系統では 11-31 倒と自
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然封F卵費量と|司等かそれ以上の儀なのに対して、

他の 13系統 li10倒以下の低い値であった。し

たがって、 Pt.lSGhCG処理により効率 的 に 排 卵

は説 起できるものの、半数の系統では受信成

立，がに~動か'太きく、縁取できる正常lJf敏の

'f ilq I主 因燈であることが示唆された。

他方、成熱厳から得た誘起排卵された osチ

と、成熟磁のt1W:上体}毛郡精子を用いた体外

受約では、 5系統の近交系の系統内 お よ び 系

統 IsJのいずれの組み合わせにおい て も 高 い 受

給滑か'得られ、自然交配による体内受.ft'l$に

比 較して受紡成績に変動の少ないことが明ら

かとな った。

冒J2貫主では、;s 1J:tの成果を踏まえ、著者

らが作出した 10種類の遺伝子を導入したト

ランスジェニックマウスを用いて体外 受 お を

尖ぬした。このうちの 8種類のトランスジエ

ニックマウスで{ま 70"以 上 の 受 精率が得られ、

移航経の 30-90" が im仔へ発生した。しかし、

マウスのメタロチオネインー l遺 伝子をプロ
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モ ータ ー として用いた 2穐類の遺伝子を毒事入

した経 個 体 で 初 予 形 成 に 異 常 が 生 じた。すな

わち、ヒト ・インタ ー ロ イ キ ン 2遺伝子を導

入した峰 ω体からは純子が得られず、ラット

レニン遺伝子を導入した鏑体から録取した

精子の受 fti~fl は 30 ~ 以 下と低い値であった。

また、導入遺伝子の軽量能発表のために運動失

凋を 史し、従来の自然交配によっては箆仔が

紛ら れない倒体も出現したが、体外受精と膝

移倣で蹴 ffを作出して継代維持できることが

示された。さらに、幼若トランスジ ェ ニ ッ ク

般に必起緋卵 し、体外受精とJff移植で産仔を

得て t世代を継ぐ実験を第 8代目まで絞りi.!す

ことによって 、そ の 遺 伝 的 背 祭 を他系統に変

自民することが、従来の交配による方法よりも

短期間で行えることが知られた。

-'h、自然発鐙モデルとして使用されるミ

z ー タント系マウス l主、その特性ゆえ に 努殖

総 力が低いものが多いが、これらの系統に対

しでも体外受 fflとJff移植の有効性が示された。

ー 173-



---

すはわち、常染色体劣性遺伝のホモ型で疾患

を発 露して不妊となる健体から、それぞれ卵

子と幼子を~~し、体外受絡することによっ

て、ホモ備体 1mの交配か可能となっ た。従来

は、ミュ ー タント遺伝チをヘテロ裂で持つ個

体同士 の交配でi:r仔を得ており、この場合に

はホ モ倒体と正常備体が同腹仔として生まれ

るために、 ~!.I!. 発症時までそれぞれの倒体そ

判 SIJできなかった。しかし、体外受紛では明

僚に ミュ タント遺伝子をホモ裂で持つ y1f.仔

を 作出できることから、これまで 不可飽であ

った祭 思発症前の個体を使用する新 た な 実 験

も可能となることが示された。

m 3 1までは、 m怠モ デ ル 系 統 の遺伝資源の

保存を目的として、続子の渓結保苦手 法 を 側 発

した。t'I!島上体足音苦から採取した綜子を lO ~

ラフィノ ー ス 十 5 ~ グ リセリンを含む保存厳に

懸濁 して波絡し、福生鮮後に体外受精を 行い、

この受約卵を移摘することによりおい催で m

ffの紛られることが示された。マウス総子の
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凍結保有 l立、これまで図重量を極めてき たが、

この成泉を速に方法がEi立され、実用化の自

処がついた。

さらに、前述の体外受縞によって 作 lliされ

た IEを 2絢胞期で、緩慢法によって 凍結した。

ト ラ ンスヅェニック系およびミュータント系

とも、 IE の 融解後の生存性は 75% 以 よと~く、

移舗によって 20-77%が産仔として得られた。

なお、i:i<7f wl 1mは2 -1325日に及んだが、期

間の延長に伴う怪の生伊佐の低下や各 側 体 の

遺 伝形質の変化等に !klます影響{主主主められず、

遺伝子保存がm;実に行えることが示唆された。

以上のように、生殖工学的な技術を後能的

に緩 み合わせる新しい実験系の普及は、疾患

モデ ル動物の開発にだけでなく、今後の動物

尖験 中動物生涯体制にもおおきな改良をもた

らすことが与えられる。
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